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INTRODUCCION
El ácido glutámico es el neurotrasmisor excitatorio más utilizado por las
neuronas deJ Sistema Nervioso CentraJ. Las sinapsis gJutamatérgicas están implicadas
en la transmisión sináptica rápida, en los procesos de aprendizaje y memoria, en los
fenómenos de plasticidad neuronal, así como en diversas neuropatologías, tanto de
aparición aguda, como pueden ser las derivadas de las situaciones de hipoglucemia,
hipoxía, e isquemia cerebrales, como en situaciones neurodegenerativas crónicas
como las emfermedades de Alzheimer, Parkinson y de Huntington. En los últimos
años se han realizado importantes avances en el conocimiento de las sinapsis
glutamatérgicas. A nivel postsináptico, se han obtenido importantes datos moleculares
sobre los receptores de glutamato que median las acciones antes mencionadas lo que
junto a los estudios farmacológicos y electrofisiológicos ha permitido la
caracterización de numerosos subtipos y variantes los distintos receptores operados
por este neurotransmisor.
A nivel presináptico, se ha caracterizado una vía de exocitosis para la
liberación de glutamato que está fuertemente acoplada a la entrada de Ca>, Así
mismo, se ha conseguido identificar, purificar y donar una serie de proteínas de las
vesículas sinápticas y de la membrana plasmática, que son posibles candidatos a jugar
un papel directo en el proceso de exocitosis. Sin embargo, existe un gran
desconocimiento de los canales iónicos presinápticos que operan en las sinapsis
centrales, lo que es debido, en parte, al hecho de que las terminaciones sinápticas, por
su pequeño tamaño, no son accesibles a los estudios electrofisiológicos de grapado de
membrana “patch clamp”. En este sentido, hay que señalar que no se ha podido
identificar aún de manera inequívoca el canal de Ca> sensible a voltaje que controla
la exocitosis de glutamato. Por otro lado, se conoce muy poco sobre los mecanismos
presinápticos que controlan la liberación de glutamato. La identificación de receptores
presinápticos de tipo autoreceptor, receptores que responden al neurotransmisor
liberado, así como de heteroreceptores, los que responden a una sustancia distinta de
glutamato, permitiría el estudio de los mecanismos de control de la liberación de
glutamato y que serían a su vez moduladores de la función sináptica glutamatérgica.
Al mismo tiempo, la identificación de estos receptores presinápticos abriría una vía de
acción farmacológica para el control de estas sinapsis.
En esta tesis doctoral se ha utilizado la preparación de las terminaciones
sinápticas, conocidas también como sinaptosomas, para estudiar la regulación de la
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liberación de glutamato. Aunque se han utilizado un gran número de preparaciones no
nerviosas para estudiar la exocitosis, como células cromafines o mastocitos, sin
embargo, hay que señalar que la exocitosis en estos sistemas es diferente, ya que tiene
lugar en una escala de segundos, mientras que la liberación de glutamato se produce
en milisegundos. Por otro lado, el valor de preparaciones de tejido nervioso
relativamente intactas, como los cortes de cerebro o los cultivos de neuronas, es
también limitado debido a la proporción relativamente pequeña del volumen ocupado
por las terminaciones sinápticas en la mayor parte de las regiones cerebrales. Además,
en estas preparaciones es difícil eliminar la participación glial. Sin embargo, la
preparación de sinaptosomas permite una mejor interpretación de los resultados
obtenidos ya que carece de cualquier tipo de interferencias o contaminación por
elementos postsinápticos. En esta tesis doctoral se han utilizado las terminaciones
sinápticas de corteza cerebral de rata para investigar los mecanismos que controlan la
liberación de glutamato. con el fin de identificar las señales extracelulares que a través
de receptores presinápticos podrían establecer un tono modulador en las sinapsis
glutamatérgicas.
1. LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES.
1.1. Generalidades.
El proceso de secreción está constituido por la fusión de la membrana de la
vesícula secretora con la membrana plasmática. La secreción puede ser constitutiva, sí
su fin es la renovación de diversas proteínas de membrana, ó estimulada, como en el
caso de la liberación de neurotransmisores. La exocitosis constitutiva tiene lugar en
casi todos los tipos celulares: linfocitos, hepatocitos y levaduras (Kelly 1985,
Rothman y cols. 1989), mientras que la exocitosis estimulada está limitada a las
neuronas, células endocrinas y exocrinas, mastocitos y plaquetas (Kelly, 1985.
Rothman y cols. 1989). Es difícil hacer una extrapolación de los diferentes sistemas
secretores mencionados. Así, los mastocitos y las plaquetas secretan su contenido
vesicular en cualquier parte de la membrana plasmática, mientras que en las neuronas
esto tiene lugar en zonas especializadas de la terminación sináptica denominadas zonas
activas (Kelly 1985). Además, en los mastocitos y plaquetas la liberación del
contenido de sus gránulos secretores tiene lugar en una escala de tiempo que es de
varios órdenes de magnitud mayor que la liberación rápida de neurotrasmisores de
muchas sinapsis del Sistema Nervioso Central. En la exocitosis estimulada es
3
necesaria una señal específica que permita la aproximación de la vesícula al sitio de
liberación en la membrana plasmática y que dispare la fusión. En la neurona intacta
esta señal empieza como un potencial de acción que se propaga a lo largo del axón,
provocando en la terminación sináptica la apertura de los canales de Ca2~ sensibles a
voltaje, lo que a su vez facilita la entrada de Ca> e inicia la liberación de
neurotransmisor (Kuffler y cols. 1984).
Las sustancias activas en el Sistema Nervioso Central se pueden agrupar de
acuerdo con su abundancia relativa. En un primer grupo podríamos considerar los
aminoácidos neurotransmisores glutamato, aspartato, ácido -aminobutírico (GABA) y
glicina. Estos aminoácidos están presentes en el cerebro a concentraciones del orden
de gmoles/g de tejido y se acumulan en vesículas sinápticas pequeñas (SSV). Estos
aminoácidos son considerados como neurotransmisores de “acción rápida”, un
concepto que refleja tanto la velocidad de su mecanismo de liberación como sus
acciones en los receptores postsinápticos (Fonnum 1984, Engelsen 1986. Mayer y
Westbrook 1987).
Un segundo grupo de neurotransmisores comprende las catecolaminas
(dopamína. adrenalina, noradrenalina y 5-hidroxitriptamina), purinas y acetilcolina
(Smith 1989). A pesar de ser menos abundantes en el Sistema Nervioso Central
(nmoles/g de tejido), el papel neurotransmisor de estas sustancias es más fácil de
estudiar porque están concentradas en vesículas (Knight y Baker 1982), en contraste
con la alta concentración citoplásmica que existe de los aminoácidos
neurotransmisores. Aunque algunos de estos neurotransmisores son de acción lenta, la
nicotina también abre rápidamente canales iónicos. Algunos neurotransmisores de este
grupo, como es el caso de la noradrenalina son acumulados presinápticamente en
vesículas sinápticas pequeñas y en vesículas sinápticas grandes y densas (Thureson-
Klein y Klein 1990), hecho que puede determinar diferencias en cuanto a la velocidad
de liberación de este neurotransmísor.
El tercer grupo de sustancias neurotransmisoras está constituido por los
péptidos. Son menos abundantes pmoles/g de tejido y se acumulan en vesículas
sinápticas grandes y densas (Thureson-Klein y Klein 1990, Zhu y cols. 1986). Los
péptidos en muchos casos están implicados en la modulación a largo plazo de las
acciones de otros neurotrasmisores (Thureson-Klein y Klein 1990) y son de acción
lenta. Esto es debido a que tanto su liberación como la respuesta sináptica son más
a
lentas. Además sus acciones no son inactivadas dentro de la escala temporal de los
neurotransmisores clásicos. De hecho, muchas veces las acciones de los péptidos no
son localizadas como la de los neurotransmisores clásicos, sino que pueden ser
distribuidos por el sistema vascular como en el caso de las hormonas.
En términos generales, la liberación de neurotransmisores es iniciada por la
elevacion de la concentración de Ca2~ en la neurona que sigue a la señal
despolarizante que abre los canales de Ca> sensibles a voltaje. Así mismo, se puede
considerar a grandes rasgos dos mecanismos diferentes de liberación, por un lado, la
liberación de aminoácidos y de otros neurotransmisores acumulados en vesículas
sinápticas pequeñas y por otro lado, la liberación de péptidos neurotransmisores
acumulados en vesículas sinápticas grandes y densas. Estos dos tipos de vesículas
difieren en características morfológicas tales como el tamaño ó la densidad en el
microscopio electrónico. Los diferentes mecanismos de liberación se ponen también
de manifiesto porque determinados estímulos son capaces de liberar selectivamente un
tipo de vesículas. Así en la unión neuromuscular, se ha observado que la cx-latrotoxina
estiniula la deplección de las vesículas sinápticas pequeñas pero no la de las vesículas
sinápticas grandes y densas (Matteoli y cols. 1988). Por otro lado, la estimulación de
baja frecuencia induce la liberación de neurotransmisores no peptidicos, mientras que
la estimulación de alta frecuencia, libera todo tipo de neurotransmisores (Bartfai y
cols. 1988). Esta diferencia en el mecanismo de liberación también se pone de
manifiesto en la localización de las vesículas: mientras que las vesículas sinápticas
grandes y densas, liberan su contenido en áreas no especializadas desde el punto de
vista estructural de las terminaciones nerviosas y ocasionalmente de las dendritas, las
vesículas sinápticas pequeñas son normalmente liberadas en áreas localizadas de las
terminaciones sinápticas denominadas zonas activas (Trimble y Scheller 1988).
En los siguientes apartados en los que trataremos de aspectos moleculares
básicos de la exocitosis nos referiremos salvo, que se exprese lo contrario, a la
exocitosis de vesículas sinápticas pequeñas que media la liberación de los
neurotransmisores de acción rápida como el glutamato.
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1.2 Bases moleculares de la exocitosis.
Dadas las numerosas diferencias existentes entre la exocitosis neuronal y la
secreción en otros tipos celulares, parece razonable que estas diferencias se reflejen
también en las propiedades de las proteínas implicadas. Así, se sabe, que la exocitosis
en las sinapsis centrales es muy rápida, con un tiempo de retraso entre la entrada de
Ca> y la respuesta postsináptica. de sólo unas centésimas de microsegundo, mientras
que en otros sistemas secretores este retraso es varios órdenes de magnitud mayor
(Smith y Agustine 1988, Almers y Tse 1990), lo que sugiere que la maquinaria
exocitótica en las sinapsis centrales rápidas tiene que estar localizada cerca de los
canales de Ca> dependientes de voltaje de la membrana presináptica.
Está generalmente aceptado que las vesículas sinápticas se colocan ó “atracan”
en una zona especializada de la membrana presináptica denominada zona activa, que
seguramente contiene agrupamientos de los canales de Ca2~ (Smith y Agustine 1988).
Esta disposición de los canales permite la formación de microdominios de una
concentración elevada de Ca> después de la estimulación (Fogelson y Zucker 1985,
Simon y Llinás 1985). Debido a esta alta concentración de Ca>, el receptor de Ca>
de la maquinaria exocitótica podría exhibir una baja afinidad por el Ca> (Smith y
Agustine 1988). Además, el receptor de Ca> une más de una molécula de Ca> para
su activación total (Agustine y cols. 1991). La alta velocidad de la liberación sináptica
implica, a nivel molecular, que el Ca2~ está acoplado a la exocitosis por un cambio
contormacional de proteínas previamente ensambladas, ya que el tiempo de retraso al
que nos hemos referido antes, es demasiado corto para permitir cualquier etapa de
amplificación enzimática (Súdhof y Jahn 1991).
En experimentos de registro de capacitancia durante la exocitosis se observa la
aparición transitoria y reversible de un poro, que tiene la conductancia de un gran
canal iónico (Monck y Fernández 1992). La formación transitoria de este poro de
fusión se ha observado en muchas células secretoras y se piensa que es un fenómeno
común en la fusión de las membranas biológicas que tienen lugar durante la
exocitosis.
Las proteínas de membrana de las vesículas que experimentan exocirosis tienen
un papel clave en los acontecimientos moleculares que tienen lugar en la función
secretora. Por ello, a continuación exponemos algunas ideas sobre posibles funciones
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de las proteínas de membrana de las vesículas sinápticas.
1.2.1. Movilización de vesículas.
En determinadas condiciones experimentales sólo una pequeña población de
vesículas sinápticas participan en la exocitosis y en su reciclamiento posterior,
mientras que la mayor parte de las vesículas se mantienen en reserva en la terminación
sináptica. La facilitación de la liberación que se observa durante la estimulación
repetitiva podría ser debida, en cambio, a una movilización de la población de
reserva. Las vesículas sinápticas están suspendidas en una red de filamentos formada
por espectrina y actina (Landis y cols. 1988. Hirokawa y cols. 1989) y la
movilización de las vesículas implica la liberación de estas formaciones reticulares.
Las sinapsinas son los candidatos para la regulación de la liberación de
vesículas de esta trama reticular. Estas proteínas son una familia de cuatro proteínas
homólogas (sinapsina la. Ib, lía y lib (Súdhof y cols. 1989). La sinapsina la está
unida a vesículas e interacciona también con la proteína quinasa dependiente de Ca>
y calmodulina (CAM-quinasa 11) (Benfenati y cols. 1992). Estudios in vitro han
demostrado que la sinapsina la se une también a espectrina y actina (Valtorta y cols.
1992>. La unión de sinapsina a vesículas sinápticas y a los filamentos de actina se
debilita por fosforilación de la sinapsina con la CAM-quinasa II (Valtorta y cols.
1992). El grupo de Greengard propone que la sinapsina la forma uniones entre la
membrana vesicular y la matriz celular de actina y que su fosforilación por elevación
en la concentración intracelular de Ca> y estimulación de la CAM-quinasa II da lugar
a la liberación de las vesículas de la red del citoesqueleto y a la transferencia de las
mismas desde el compartimiento de reserva al compartimento activo (Valtorta y cols.
1992).
Sin embargo, en un trabajo más reciente, Betz y Bewick han cuestionado el
concepto de una población de vesículas sinápticas activas y otra de reserva (Betz y
Bewick 1992). Estos autores han monitorizado de una manera directa el reciclamiento
de las vesículas en la unión neuromuscular con colorantes lipofílicos que marcan las
vesículas que experimentan endocitosis demostrando que las vesículas que se reciclan
se mezclan al azar con la población de vesículas existentes y experimentan una nueva
exocitosis también al azar, sin que exista evidencias de una preferencia por la
población de reciclamiento.
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1.2.2. Colocación de las vesículas en la zona activa y fusión.
La colocación de las vesículas sinápticas en la membrana plasmática incluye el
reconocimiento de la diana correspondiente en la membrana y el establecimiento de
una unión fuerte con dicha diana. No está bien definido si las proteínas implicadas en
esta colocación de las vesículas en la zona activa son las mismas que catalizan la
fusión con la membrana ó si los dos procesos son realizados por proteínas distintas.
Entre las proteinas que pudieran jugar un papel importante en dichos procesos hay que
considerar, la sinaptotagmina, la sinaptofisina y la sinaptobrevina.
La sinaptotagmina en una familia de proteínas de la membrana de las vesículas
sinápticas (Matthew y cols. 1981) que posee dos copias de una secuencia con
homología al dominio regulador de la proteína quinasa C (CO en la región carboxílica
terminal (Súdhof y Jahn 1991). El dominio C2 de la proteína quinasa es capaz de unir
Ca> y fosfolípidos formando un complejo terciario (Nishizuka 1992). Esta
homología ha llevado a proponer que la sinaptotagmina puede también interaccionar
con Ca> y fosfolípidos, y de hecho, se ha demostrado que la sinaptotagmina une
Ca> con una Kd de 10-6 y 10<’ y que esta unión depende estrictamente de
fosfolipidos cargados negativamente. Por otro lado, el hallazgo de que la
sinaptotagmina forma tetrámeros y que cada monómero une más de un ión Ca>
significa que esta proteína cumple el criterio de poseer más de un sitio de unión de
Ca>, que es uno de los requerimientos del receptor de Ca> de la exocitosis (Brose y
cols. 1992).
La sinaptotagmina se une al receptor de la a-latrotoxina, el componente activo
del veneno de la araña “viuda negra” causando la liberación masiva de
neurotransmisor independiente de Ca> (Rosenthal y Meldonesi 1989). El estudio de
este receptor ha llevado al descubrimiento de las neurexinas, una familia de proteínas
de la superficie celular que interacciona específicamente con la sinaptotagmina (Rata
y cols. 1993).
La sinaptotagmina interacciona también con los sitios de unión de Ca> de la
w-conotoxina (Yoshida y cols. 1992). Esta interacción está mediada por la sintaxina.
otra proteína de la membrana presináptica (Bennet y cols. 1992) y se ha interpretado
como una evidencia de la interacción directa de sinaptotagmina con los canales de
Ca> presinápticos. Sin embargo, trabajos recientes demuestran que la liberación por
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exocitosis de neurotransmisores en el Sistema Nervioso Central, es en muchos casos,
insensible a w-conotoxina y que está mediada por canales de tipo P. sensibles a
agatoxinas. que parecen predominar en las sinapsis de los mamíferos (Mintz y cols.
1992>.
La función exacta de la sinaptotagmina en la liberación de neurotransmisores
no es conocida, sin embargo, tanto su localización estratégica, así, como su capacidad
para unir múltiples iones de Ca>, le confiere las propiedades exigidas para el
receptor de Ca> de la exocitosis que antes hemos descrito. Además, la unión de
sinaptotagmina al receptor de &-latrotoxina es particularmente llamativa, ya que la
toxina a través de su receptor permitiría que la sinaptotagmina adopte la conformación
inducida por el Ca> originando la liberación masiva de neurotransmisor por un
mecanismo independiente de Ca>.
La sinaptofisina es una glicoproteina de las vesículas sinápticas que posee
cuatro regiones transmembrana, que es capaz de formar oligómeros de hasta cuatro
subunidades en su forma nativa (Súdhof y Jahn 1991). Esta proteína, una vez
reconstituida en lípidos de membrana, exhibe propiedades de un canal iónico (Thomas
y cols. 1988), lo que ha llevado a sugerir que podría formar parte del poro de fusión
formando un complejo junto con las proteínas que participan en la colocación de las
vesículas en la zona activa de la membrana plasmática. La posible función de
sinaptofisina en la liberación de neurotransmisores dependiente de Ca> se ha
estudiado en los oocitos de Xenopus (Alder y cols. 1992), demostrándose en estos
experimentos que la microinyección de RNA mensajero del cerebro de rata que
codifica para esta proteína, lleva a la aparición de liberación de glutamato dependiente
de Ca>, mientras que la microinyección de oligonucleótidos antisinaptofisina ó de
anticuerpos contra esta proteína resulta en una reducción de la liberación de glutamato
dependiente de Ca>. Estos datos se han interpretado en el sentido de que la
sinaptofisina es una proteína esencial para el emsamblaje en el oocito de un aparato
exocitótico, similar al neuronal.
La sinaptobrevina es una familia de proteínas que contiene varias isoformas,
sinaptobrevinas 1 y II (también denominadas VAMP 1 y II, respectivamente) y
cellubrevina. La sinaptobrevina es una proteína de membrana de la vesícula sináptica
con un solo dominio transmembrana y recientemente se ha descrito su proteolisis por
las toxinas tetánica y botulínica tipo B < Schiavo y cols. 1992, Link y cols. ¡992).
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Esquema 1. Papel de diversas proteínas de las vesículas sinápticas en la exocitosis
de neurotrausmisores.
2t
Ca
La sinapsina está unida a las vesículas sinápticas y a los filamentos de acrina. La
entrada de Ca> activa a la CAM-quinasa 11 (CAM-KII) que fosforila la sinapsina y
da lugar a la liberación de las vesículas sinápticas de la red del citoesqueleto. La
sinaptotagmina, sinaptofisina y sinaptobrevina, proteínas de las vesículas sinápticas,
probablemente juegen un papel importante tanto en la interacción entre la membrana
de la vesícula sináptica y la membrana plasmática. como en la formación del poro de
fusión que desencadena la liberación del neurotranmisor almacenado en las vesículas
sinápticas.
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Puesto que es conocida la capacidad de estas toxinas para bloquear la exocitosis sin
afectar, al menos aparentemente, la apertura de los canales de Ca> sensibles a
voltaje, se ha sugerido que la sinaptobrevina podría formar parte del aparato de fusión
exocitótico.
En resumen, parece claro que se han dado pasos importantes para el
conocimiento del mecanismo de la exocitosis. Así, se ha demostrado que la
sinaptotagmina une Ca> de una forma que depende de la presencia de fosfolípidos y
que esta proteína tiene múltiples sitios de unión de Ca2~ que deben permitir la
cooperatividad de la exocitosis antes señalada. En segundo lugar, se ha observado la
asociación de sinaptotagmina con otras proteínas de la membrana como neurexínas,
sintaxina y posiblemente con los canales de Ca> presinápticos y por último, se ha
demostrado que tanto la sinaptotagmina como la sinaptofisina y la sinaptobrevina
tienen un papel relevante en la exocitosis.
2. EL ACIDO GLUTAMICO COMO NEUBOTRANSMISOR.
2.1. Generalidades.
Los primeros neurotransmisores caracterizados en el Sistema Nervioso Central
de mamíferos fueron la acetilcolina, las catecolaminas (noradrenalina y dopamina) y
la serotonina. Posteriormente, se demostró que los neurotransmisores más abundantes
en el Sistema Nervioso Central de mamíferos son determinados aminoácidos (Curtis y
Watkins, 1960), que pueden dividirse en dos grandes grupos: aminoácidos inhibidores
(GABA y glicina) ó excitadores (glutamato y aspartato) según hiperpolarizen o
despolarizen la neurona postsináptica.
El cerebro de los mamíferos contiene altas concentraciones de ácido L-
glutámico o glutamato (Erecinska y cols. 1990, Fonnum 1984) que es considerado el
neurotransmisor excitatorio más utilizado por la neuronas del del Sistema Nervioso
Central. Hay que señalar, que este aminoácido interviene también en el metabolismo
intermediario del tejido nervioso, lo que en cierto modo ha dificultado el estudio de
sus funciones como neurotransmisor. Entre las diversas funciones del glutamato
relacionadas con aspectos metabólicos cabría indicar su participación en la
destoxificación del amonio en el cerebro (Yudkoff y cols. 1989), en la síntesis de
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proteínas y péptidos, así como su papel precursor del neurotransmisor inhibitorio
GABA (Roberts y Frankel 1950).
El glutamato satisface todos los criterios establecidos para que pueda ser
considerado como un neurotransmisor. Así, el glutamato se localiza presinápticamente
en neuronas específicas y es liberado por estímulos fisiológicos en concentraciones
suficientemente altas como para producir respuestas a nivel postsináptico. Además
agonistas y antagonistas de sus diversos receptores pueden mimetizar o bloquear estas
respuestas y por último existen también mecanismos de recaptura de este aminoácido
del espacio sináptico que permiten la terminación de sus acciones postsinápticas.
2.2. Localizacion de las sinapsis glutamatérgicas.
En términos generales se puede decir que las mayores concentraciones de
glutamato en cerebro se encuentran en ciertas regiones corticales, el núcleo caudado y
el hipocampo. mientras que regiones como el hipotálamo y el tronco del cerebro
contienen concentraciones de glutamato más bajas. Esta distribución se correlaciona.
como es de esperar, con la densidad de las vías glutamatérgicas (Fagg y Foster 1983),
ya que son estas terminaciones las que utilizan el glutamato para la transferencia de
señales entre las neuronas.
La obtención de anticuerpos contra la molécula de glutamato (molécula de
glutamato fijada a glutaraldehido) ha permitido su localización inmunocitoquimica
(Storm-Matthisen y Ottersen 1987, Ottersen 1989). Ahora bien, debido al hecho de
que el glutamato participa también en el metabolismo intermediario, la
inmunoreactividad al glutamato está extendida por todo el cerebro, y por tanto, la
localización del glutamato neurotransmisor exige la demostración de un
enrequecimiento sobre los niveles basales ya de por si elevados. No obstante, se ha
observado que en las terminaciones de las fibras musgosas del cerebelo la
inmunorreactividad al glutamato es el doble de la observada en las dendritas de las
celulas granulares (Ottersen 1989).
En otra serie de estudios de localización de las sinapsis glutamatérgicas se ha
determinado la liberación de glutamato dependiente de Ca> como índice de
liberación vesicular en respuesta a estímulos eléctricos o a la despolarización con
concentraciones elevadas de potasio (Nadíer y cols. 1977) ó veratridina
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(Toggenburger y cols. 1982). No obstante, hay que señalar que el empleo de
glutamato o aspartato radiactivos en los experimentos de liberación ha producido
resultados confusos. Esto ha sido debido, en parte, al hecho de que el transportador
de aminoácidos de la membrana plasmatica es común a las terminaciones
glutamatérgicas, GABA-érgicas y posiblemente a neuronas no-glutamatérgicas y
células guaJes, por lo que la liberación de glutamato o aspartato marcado, capturado
por las terminaciones a través del transportador, provendría de una gran variedad de
terminaciones. Otro problema adicional deriva del hecho que el compartimento
vesicular de glutamato se marca más lentamente que el compartimento citoplásmico.
obteniéndose en este tipo de experimentos poca radiactividad procedente de las
vesículas sinápticas. además de las complicaciones derivadas del metabolismo del
glutamato. Para evitar esto, algunos estudios se han realizado con D-aspártico. un
análogo no metabolizable del glutamato, sin embargo, los resultados obtenidos ha sido
confusos (Fonnum 1984) ya que posteriormente se ha demostrado que el aspartato no
es acumulado en las vesículas sinápticas glutamatérgicas y por lo tanto, los estudios de
liberación con asparrato como marcador no reflejan el papel del glutamato en las vías
glutamatérgicas.
Se han realizado también estudios de transporte de alta afinidad para la
localización de las sinápsis glutamatérgicas. Estos estudios se basan en la existencia de
un transportador de glutamato en la membrana presináptica que retira la sustancia
neurotransmisora dei espacio sináptico. Como ya se ha explicado anteriormente, este
iransportador no es exclusivo de las terminaciones glutamatérgicas. No obstante, la
validez de esta técnica de transporte está apoyada por las observaciones de Fykse y
Fonnum, de que la distribución regional del transporte tic giuramato en vesículas
sinápticas, un marcador glutamatérgico inequívoco, es similar a la del transporte de
glutamato de la membrana plasmática (Fkyse y Fonnum 1989). Con este método se ha
establecido que aproximadamente el 15% de las terminaciones sinápticas de una
preparación de sinaptosomas de corteza cerebral son glutamatérgicas (Beart 1976).
Así mismo, la determinación del transporte presináptico de isótopos radiactivos
detectado por autoradiografía, junto con la pérdida de este transporte asociada a la
lesión de determinadas vías neuronales se han utilizado para definir el neurotransmisor
utilizado por dicha vía (Fonnum 1984).
El transporte de gluiamato en vesículas sinápticas y el aislamiento de las
mismas ha sido importante para aceptar al glutamato como neurotransmisor (Maycox
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y cok. 1990). Así, podría considerarse que el transporte de glutamato dependiente de
ATP en vesículas aisladas de una región determinada es el marcador más específico de
las vías glutamatérgicas.
23. Organización presináptica de las sinapsis glutamatérgicas.
El ácido glutámico almacenado en las vesículas sinápticas es liberado al
espacio sináptico por exocitosis de! contenido vesicular. La liberación de glutamato es
disparada por la apertura de los canales de Ca> dependientes de voltaje y por la
entrada de Ca> en la terminación sináptica que tiene Lugar tras La [legada de un
potencial de acción. El ácido glutámico difunde en el espacio sináptico alcanzando los
distintos tipos de receptores postsinápticos que median las acciones de este
neurotransmisor. Finalmente, un sistema de transporte de los aminoácidos glutamato y
aspartato. situado en la membrana de las terminaciones sinápticas y de las células
gliales adyacentes, retiran el glutamato del espacio sináptico, con lo que la sinapsis
glutamatérgica es silenciada hasta que llega un nuevo potencial de acción.
2.3.1. Transportador de glutamato en la membrana plasmática.
En la membrana plasmática de las terminaciones nerviosas y de las células
gliales hay un co-transportador de Na~ y glutamato (Nicholís y Attwell 1990). Este
transportador tiene como función la recaptura del glutamato liberado en el espacio
sináptico para finalizar las acciones postsinápticas del neurotransmisor y al mismo
tiempo, mantener la concentración extracelular por debajo de unos niveles que puedan
resultar tóxicos para las neuronas (Chol 1988). Muy recientemente, se ha conseguido
donar y expresar la secuencia que codifica para un co-transportador Na~-gluramato
(Pines y cok. 1992, Kanai y cols. 1992).
El co-transportador Nat-glutamato no muestra una alta especificidad de
sustrain, ya que admite L y D aspártico, L-glucamato aunque no D-glutamato. Este
transportador no sólo cataliza la traslocación neta de glutamato (captura o liberación)
sino también el intercambio con otros aminoácidos. La Km aparente para la unión
extracelular de glutamato está en el intervalo de 2-50 MM. El ácido glutárnico es
acumulado en el interior celular en contra de un enorme gradiente de concentración
(aproximadamente, 1 vM en el espacio sináptico y 10 mM en el interior celular),
necesitándose el transporte de 3 iones Na~ a favor de gradiente de concentración por
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cada molécula de glutamato. También se ha descrito el transporte de un protón junto
con 2 iones Na~ al interior celular (Erecinska 1983). Kanner y cols. describieron hace
más de una década el requerimiento de K~ para el transporte de glutamato
(Kanner 1983), hecho que ha sido confirmado más recientemente por el grupo de
Attwell que ha demostrado en experimentos de grapado de membrana “patch-clamp”
que un ión K~ se transporta al exterior celular por cada molécula de glutamato que se
transporta al interior (Barbour y cols. 1988). Recientemente, se ha descrito que el
transporte de glutamato en células gliales un ión OH- ó HCOg se cotransporta con el
K~ al exterior celular (Bouvier y cols. 1992). Por otro lado, se desconoce la forma
jónica en que el glutamato se transporta pero a pH neutro la especie molecular que
predomina es la que está cargada negativamente. Por tanto, la estequiometría del
transportador podría ser: un anión glutamato cotransportado con 3 iones Na~ (ó 2
iones Na~ y un H*) dentro de la célula y un ión K~ transportado fuera de la célula,
con lo que resultaría un transporte electrogénico. Este sistema de transporte podría
mantener un gradiente de concentración de glutamato de 23000 ó 28000. según la
estequiometría, a ambos lados de la membrana plasmática (Nicholís y Atwell 1990).
El carácter electrogénico del cotransportador de Na~-glutamato hace que en
una membrana polarizada el transportador acumule glutamato. Sin embargo, cualquier
alteración en el gradiente electroquímico de Na~ altera también el transporte de
glutamato. Así, en sinaptosomas despolarizados con altas concentraciones de CIK. el
transportador se revierte mediando la liberación de glutamato citoplásmico como
consecuencia de la reducción del componente eléctrico del gradiente electroquímico de
Na~ (Nicholís [989).
2.3.2. Transporte de glutamato en vesículas sinápticas.
La fuerza conductora de la acumulación de glutamato en vesículas sinápticas es
el gradiente electroquímico generado por el bombeo de protones a costa de la
hidrólisis de ATP (Maycox y cols. 1988, Cidon y Sihra 1990). Este gradiente
electroquímico de protones tiene asociados dos componentes: uno eléctrico, que es el
potencial de membrana y otro químico, constituido por el gradiente de pH que hay
entre los dos lados de la membrana vesicular. En experimentos con agentes que
disipan el gradiente de pH como la metilamina, se ha demostrado que el transporte de
glutamato a la vesícula parece no depender del gradiente de pH. Sin embargo, la
reducción del potencial de membrana afecta a la acumulación de glutamato, ya que la
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liberación de glutamato dependiente de Ca> no se altera en presecia de metilamina
(Sánchez-Prieto y cols. 1987 a). Se ha descrito que los iones CV son imprescindibles
para la acumulación de glutamato en vesículas sinápticas (Naito y Ueda, 1983).
El transportador de glutamato de la membrana vesicular es altamente
específico, ya que sólo admite L-glutamato (Maycox y cols. 1988). La afinidad por el
glutamato de este transportador presenta valores de Km en el intervalo 1-2 mM, siendo
por lo tanto más baja que la del transportador de la membrana plasmática. La baja
afinidad de este sistema de transporte junto con la ausencia de un sistema de
inactivación osmótica, hacen que las vesículas glutamatérgicas constituyan un
reservorio donde el glutamato se acumula entre cinco y diez veces respecto de la
concentración citoplásmica. Sin embargo, estas vesículas son el vehículo para una
liberación específica y altamente regulada de glutamato.
2.3.3. Liberación y exocitosis de glutamato.
Un gran número de experimentos han demostrado que la liberación de
glutamato es dependiente de Ca>, pero hasta hace unos pocos años no ha sido
aceptado el hecho de que el glutamato liberado en la sinapsis procede de las vesículas
sinápticas (Erecinska 1983). Esta confusión se ha debido al hecho de que e! glutamato
además de ser un neurotransmisor, es también un metabolito abundante en las
neuronas que está presente en altas concentraciones en el citoplasma. Los primeros
estudios de liberación con glutamato radiactivo sugirieron un origen citosólico de este
neurotransmisor (De Belleroche y Bradford 1977), ya que la mayor parte del
glutamato liberado tras la despolarización de las terminaciones sinápticas era
independiente de la presencia de Ca> en el medio extracelular. proponiéndose que
esta liberación de glutamato estaba mediada por la reversión del transportador de
Na~-glutamato de la membrana plasmática. Estos resultados se explican en parte,
porque con glutamato radiactivo el componente vesicular se marca más lentamente
que el componente citoplásmico. Además, la existencia de una elevada concentración
de glutamato en el citoplasma implica que hay que determinar la liberación de
glutamato vesicular por encima de un fondo de liberación citoplásmica que es todavía
mayor en aquellos experimentos en los que se induce una despolarización permanente
como en el caso de altas concentraciones de CIK ó con veratridina. Estos problemas
se resolvieron en buena medida, determinando la liberación de glutamato endógeno.
El grupo del Dr. Nicholís de la Universidad de Dundee ha demostrado con un ensayo
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fluorimétrico en el que la liberación de glutamato se acopla a la reducción de NADP
por el enzima glutamato deshidrogenasa, la existencia de dos vías de liberación para el
glutamato (Nicholís y Shira 1986, Sánchez-Prieto y cols. 1987 a): una vía de
exocitosis del neurotransmisor almacenado en vesículas sinápticas que está
fuertemente acoplada a la entrada de Ca> en la terminación sináptica y una segunda
vía que libera glutamato citoplásmico y que está mediada por la reversión del
transportador de glutamato de la membrana plasmática.
La liberación de glutamato citoplásmico, es un proceso independiente de Ca>
y no dependiente de ATP, es más, la liberación del compartimento citoplásmico se
incrementa en condiciones en que disminuye el contenido de ATP (Sánchez-Prieto y
cols. 1987 a. Sánchez-Prieto y González, 1988). En este sentido, se ha sugerido que
esta vía de liberación de glutamato citoplásmico podría contribuir a las acciones
neuroróxicas de este neurotransmisor durante las situaciones de anoxia e isquemía
cerebrales, porque en las condiciones experimentales que simulan estas situaciones
con inhibidores metabólicos ó por deplección de 02 del medio, se ha observado que la
reducción de los niveles de ATP, bloquea la exocitosis de glutamato, mientras que por
el contrario aumenta la salida de glutamato citoplásmico por la reversión del
transportador. Esta acumulación de glutamato en el espacio sináptico podría ser la
responsable de una sobreestimulación de los receptores postsinápticos, y
consecuentemente del daño neuronal.
Utilizando el ensayo fluorimétrico antes mencionado para medir la exocitosis
de glutamato en sinaptosomas se pueden distinguir dos fases, una fase rápida, que
termina a los 2 segundos de la estimulación, seguida de una fase más lenta en la que
se libera más glutamato, con una liberación semimáxima a los 52 segundos. Tanto la
fase rápida como la lenta de liberación requieren Ca> en el medio extracelular y
unos determinados niveles intrasinaptosomales de ATP. Si bien, hay que tener en
cuenta que este ensayo no mide la liberación en tiempo real, las dos fases de
liberación podrían indicar la localización de dos poblaciones de vesículas sinápticas
distintas: una población de vesículas colocadas en la zona activa y otra población
situada en una zona más alejada. Es razonable pensar que la fase rápida corresponde a
la liberación de las vesículas colocadas en la zona activa, mientras que la fase lenta
podría reflejar la movilización y liberación de las vesículas sinápticas de la formación
reticular del citoesqueleto (McMahon y Nicholís 1991). De acuerdo con esta idea, se
ha descrito que las toxinas tetánica y botulinica son capaces de bloquear solo una parte
iR
de la liberación de glutamato dependiente de Ca> (Sánchez-Prieto y cols. 1987 b),
que parece corresponder a la fase lenta (McMahon y cols. 1992).
La exocitosis de glutamato está estrechamente controlada por un aumento
localizado en la concentración intracelular de Ca> en la zona activa de la sinapsis,
donde se encuentran localizadas las vesículas sinápticas (Smith y Augustine 1988). La
entrada de Ca> a través de los canales de Ca> dependientes de voltaje es mucho más
eficaz a la hora de inducir la exocitosis de glutamato, que la entrada deslocalizada de
Ca> inducida por ionóforos como la ionomicina (McMahon y Nicholís, 1991).
La despolarización de los terminales sinápticos con CIK induce una elevación
permanente en la concentración citosólica de Ca> que es bifásica: en primer lugar
hay una elevación transitoria de la concentración intracelular de Ca> seguida de una
elevación más sostenida (Adam-Vizi y Ashely 1987). El componente mayoritario de
la liberación de glutamato está asociado a la elevación permanente de la
concentración citosólica de Ca> porque la predespolarización de los sinaptosomas
con CIK seguida de la adición de Ca2~ conlíeva la pérdida del componente transitorio
en la elevación de la concentración citosólica de Ca>, pero no la pérdida de la
exocitosis de glutamato. Estos experimentos implican además que la exocitosis de este
neurotransmisor, está acoplada a canales de Ca> que no se inactivan por
despolarización de la membrana plasmática (McMahon y Nicholís 1990).
Experimentos realizados con diversos antagonistas de los distintos tipos canales de
Ca> han puesto de manifiesto que los canales de Ca> acoplados a la exocitosis de
glutamato no parecen corresponderse con ninguno de los tres tipos de canales de Ca>
descritos en el ganglio dorsal de pollo (Nowycky y cols. 1985). Estos canales
presinápticos de Ca> no parecen ser de los tipos L ni N, ya que la exocitosis de
glutamato es insensible a dihidropiridinas y a w-conotoxina, respectivamente. Sin
embargo, estos canales podrían responder a un nuevo tipo de canal de Ca>
descubierto recientemente, ya que dos toxinas obtenidas a partir del veneno de la
araña Agelenopsis aperta, Aga-GI y w-Aga-IVA bloquean la liberación de glutamato
inducida por CIK y por 4-aminopiridina (Pocock y Nicholís 1992, Turner y cols.
1992) y se sugiere la existencia de al menos de dos tipos de canales de Ca>
dependientes de voltaje asociados la despolarización de la membrana plasmática, uno
que es insensible a estas toxinas y que no estaría acoplado a la liberación exocitótica
de glutamato, siendo responsable de la elevación transitoria de la concentración
intracelular de Ca> y otro sensible a estas toxinas y que podría estar relacionado con
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los canales de Ca> dependientes de voltaje tipo P, descritos en las células de Purkinje
(Minzt y cols. 1992).
2.3.4. Receptores de glutamato.
El glutamato liberado en el espacio sináptico interacciona, al menos, con dos
tipos de receptores que han sido definidos en base a sus características
farmacológicas. electrofisiológicas y bioquímicas: receptores ionotrópicos y
receptores metabotrópicos. Los receptores ionotrópicos están constituidos por canales
iónicos y en función de sus ligandos específicos se clasifican en receptores tipo
NMDA y receptores AMPA-kainato (Monaghan y cols. 1989). Los receptores tipo
metabotrópico se encuentran acoplados a proteínas G y modulan la producción de
segundos mensajeros intracelulares (Schoepp y Conn 1993).
2.3.4.1. Receptores de NMDA.
Este receptor responde al agonista N-metil-D-aspártico y se designa
abreviadamente como receptor NMDA. La activación del receptor de NMDA abre un
canal altamente permeable a iones Ca>, Na~ y K~ (Mayer y Westbrood 1987).
Existen varios sitios alostéricos y reguladores asociados a este receptor que modulan
su respuesta. Los sitios de unión del Mg>, del antagonista no competitivo,
fenciclidina y del Zn2~ están localizados en el canal iónico. El bloqueo dependiente de
voltaje al que está sometido este receptor por Mg> (MacDonald y Nowak 1990) hace
necesaria una despolarización previa de la membrana plasmática, que anule este
bloqueo y permita la activación del canal iónico asociado a este receptor (MacDermort
y Dale 1987). En el sitio de unión de la fenciclidina. se unen también algunos
anestésicos locales como la ketamina y el MK-801, que en su conjunto. antagonízan
las respuestas inducidas por NMDA. El ión Zn2~ se une también al canal iónico del
receptor de NMDA, produciendo un bloqueo del mismo en el que se puede distinguir
dos componentes, uno dependiente y otro independiente de voltaje (Westerbrook y
Mayer 1987).
Fuera del canal iónico se encuentra los sitios de unión de la glicina, del
agonista NMDA y de las poliaminas. La glicina a concentraciones submicromolares
activa el receptor de NMDA (Johnson y Asher 1987) y su unión parece ser
imprescindible para que el receptor sea activado (Kleckner y Dingledine 1988). El
sitio de unión de glicina se colocaliza con el receptor de NMDA en el cerebro
(Cotman e Iversen 1987) y su unión no es bloqueada por estricnina, pero sí, por
antagonistas competitivos como kinurenato y HA966 (Birch y cols. 1988), tratándose,
por tanto, de un sitio de unión distinto al del receptor inhibidor de glicina que se ha
descrito en la médula espinal. En el sitio de unión de NMDA se une el antagonista
competitivo y selectivo del receptor NMDA, el ácido 2-amino-5-fosfopentanoico.
XPS. que permite distinguir tas acciones mediadas por los receptores de NMDA de
las de otros receptores de glutamato como los subtipos Kainato-AMPA ó
metabotrópico (Davies y cols. 1981). Las poliaminas, espermina y espermidina,
interaccionan en un sitio específico, incrementando la corriente de Ca> a través del
receptor de NMDA (Dawnson y cols. 1990, Williams y cols. 1991).
El receptor NMDA ha sido purificado por cromatografía de afinidad y se ha
sugerido que este receptor, al igual que los receptores acoplados a canales, es un
complejo hetero-oligomérico que incluye los sitios de unión anteriormente descritos en
sus diferentes subunidades (Ly y Michaelis 1991). Recientemente, se ha conseguido
donar y expresar las secuencias de DNA que codifican al menos, para cuatro
subunidades del receptor NMDA (Moyoroshi y cols. 1991). La expresión de cada una
de estas subunidades en oocitos de Xenopus lleva a la constitución de estructuras
homo-oligómeras, que reproducen muchas de las características del receptor de
NMDA.
2.3.4.2. Receptores de AMPA-Kainato.
Los receptores de Kainato/a-amino-3 hidroxi-5 metilisoxazoil-4 propionato
(kainato/AMPA), denominados también receptores Qp, constituyen un subtipo de
receptores de glutamato cuya estimulación activa un canal iónico permeable a Na~ y a
K~, pero no a cationes divalentes (Young y Fagg 1990). El resultado de su activación
es la despolarización de la membrana, y se considera que estos receptores median la
transmisión excitatoria rápida de las vías glutamatérgicas. Los derivados de
quinoxalinas CNQX y NBQX son los antagonistas más selectivos para estos
receptores, careciento de efecto sobre las respuestas mediadas por los receptores
NMDA ó de tipo metabotrópico (Honoré y cols. 1988).
Estudios de biología molecular de los receptores de Kainato/AMPA han
demostrado la existencia de diferentes subtipos de receptores denominados GIuRI, 2,
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3, 4. 5 y 6 ó también GIuR A-F (Keinánenn y cols. 1990). Aunque todas las
subunidades desde GIuR1 hasta GIuR6 son capaces de formar canales iónicos cuando
se expresan en oocitos de Xenopus ó en células cultivadas de mamíferos (Boulter y
cols. 1990, Keinánenn y cols. 1990). se considera probable que “in vivo” estos
canales están formados por diferentes combinaciones de subunidades, esto implica que
con las seis subunidades descubiertas hay un gran número de combinaciones
potenciales. El subtipo GIuR6 es activado por kainato pero no por AMPA, por lo que
podría tratarse de un auténtico receptor de kainato más que de un receptor
kainato/AMPA (Huettner 1990).
En algunos estudios con neuronas y células gliales se ha demostrado que los
receptores Kainato/AMPA pueden ser permeables también al Ca>. En algunas células
de hipocampo, el canal activado por kainato es más permeable al Ca> que al Na~
(Hollmann y cols. 1991). Esta inesperada permeabilidad al Ca> de los receptores de
Kainato/AMPA se puede explicar por alguna de las observaciones hechas en estudios
de biología molecular. La expresión de GIuRI, GIuR3 ó de una combinación GIuRI-
GIuR3. lleva a la formación de canales iónicos permeables al Ca24. Ahora bien, si a
la mezcla se añade GIuR2, se obtiene la típica impermeabilidad al Ca> de los
receptores Kainato-AMPA. Estos cambios en la permeabilidad al Ca> en los distintos
subtipos de receptores parece ser debido a la sustitución en la secuencia de
aminoácidos de GIuR2 de una arginina por glutamina presente en las otras
subunidades (Hollmann y cols. 1991).
2.3.4.3. Receptores metabotrópicos.
En 1985, Sladeczek y cols. demostraron en cultivos neuronales procedentes de
estriado la existencia de un nuevo tipo de receptor de glutamato activado por
quisqualato y glutamato, pero no por NMDA y kainato (Sladeczek y cols. 1985). La
unión del agonista a este receptor se traduce en la activación proteína G-dependiente
de una fosfolipasa C con el resultado de la hidrólisis del fosfatidilinositol de la
membrana plasmática y la generación de inositol 1,4,5 trifosfato (IP
3) y diacilglicerol
como segundos mensajeros (Manzoni y cols. 1990, Schoepp y cols. 1990). El IP3
activa la movilización de Ca
2~ de reservorios intracelulares (Murphy y Miller 1988,
Adamson y cols. 1989) mientras que el diacilgLicerol activa a la proteína quinasa C
(Manzoni y cols. 1990). Este receptor de glutamato está presente en diversas
preparaciones como cultivos de células granulares de cerebelo (Nicoletti y cols.
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1988), de células gliales (Pearce y cols. 1986), ó sinaptoneurosomas (Recansens y
cols. 1988) y se puede expresar en oocitos de Xenopus tras la inyección de mRNA de
cerebro de rata (Sugiyama y cols. 1987). Recientemente, se ha descrito la existencia
de otros receptores metabotrópicos acoplados, en este caso, a la modulación de los
niveles intracelulares de AMPC (Schoepp y cols. 1992, Winter y Conn 1992).
Mediante técnicas de biología molecular, como la reacción en cadena de la
polimerasa (PCR), se ha conseguido aislar y expresar las secuencias de cDNA que
codifican para seis subtipos de receptores metabotrópicos denominados mGluRl. 2. 3,
4, 5 y 6. (Nakaniski 1992, Schoepp y Conn 1993). El estudio y comparación de sus
secuencias polipéptidicas revelan que todas estas proteínas son muy similares entre sí
pero que carecen de homología con otros receptores pertenecientes a la familia de
receptores acoplados a proteína G. Los receptores metabotrópicos están constituidos
siete segmentos transmembrana y un extremo amino terminal con numerosos residuos
de cisteina (Tanabe y cols. 1992). Además de los subtipos de receptores
metabotrópicos antes señalados, el procesamiento alternativo del RNA mensajero es
otra fuente de diversidad, habiéndose observado que para el subtipo mGluRl por
procesamiento alternativo de su RNA mensajero se originan las variantes cíx. 13 y c (Pm
y cols. 1992).
La expresión de estos clones en las células ováricas de Hamster chino ha
permitido conocer algunas características individuales de los subtipos de receptores
metabotrópicos. Los subtipos mGluRl y mGluR5 están acoplados una fosfolipasa y a
la hidrólisis de los fosfoinositoles. Ambos tipos de receptores muestran el mismo
perfil farmacológico, con un orden de potencia FC50 para la hidrolisis de
fosfoinositoles de Quisqualato > L-Glutamato > Ibotenato > ACPD (Tanabe y
cols. 1992). Sin embargo, ambos subtipos difieren en su sensibilidad a toxina
pertusis.. ya que mientras mGluR5 y mGluRll3 son insensibles a toxina pertusis,
mGluRIa es activado por un mecanismo sensible a esta toxina (Abe y cols. 1992.
Pickering y cols. 1993). Por el contrario, mGJuR2, mGluR3, mGluR4 y mGluR6 se
encuentran acoplados negativamente a la vía de la adenilato ciclasa, inhibiendo la
formación de cAMP (Prezeau y cols. 1992, Thomsen y cols. 1992). El perfil
farmacológico de estos receptores es diferente, ya que quisqualato, que es el agonista
más potente para los receptores acoplados a la hidrólisis de los lípidos de inositol,
muestra una actividad baja sobre estos tipos de receptores. El orden de potencia FC50
es Glutamato > ACPD > Ibotenato > Quisqualato. El subtipo mGLUR4 presenta
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como agonista más potente L-AP4. Todos los subtipos de receptores metabotrópicos
acoplados negativamente a la vía de la adenilato ciclasa, son sensibles a toxina
pertusis (Nakanishi 1992).
Recientemente se ha descrito dos nuevos agonistas selectivos para los
receptores metabotrópicos mGluR2 y mGluR4, el L-2-carboxiciclopropil glicina (L-
CCGI) y 2,3-dicarboxiciclopropil glicina (DCG-IV), que inhiben fuertemente la
formación de AMPO inducida por forskolina (Ishida y cols. 1993 a, Ishida y cois.
1993 b).
No existe un verdadero antagonista que permita caracterizar de manera
inequívoca las acciones asociadas a la activación de los receptores metabotrópicos,
tanto en el caso de los receptores acoplados a la hidrólisis de fosfatidílinositoles como
en el caso de los receptores acoplados a la modulación de los niveles de AMPO
(Schoepp y Conn 1993). Aunque los primeros estudios mostraron que el ácido L-4-
aminofosfobutírico (L-AP4) presenta actividad antagonista sobre la hidrólisis de
fosfoinosítidos estimulada por ibotenato y quisqualato en cortes de hipocampo y
corteza cerebral (Schoepp y cols. 1990), sin embargo, en cultivos de neuronas
corticales (Patel y cols. 1990) y en sinaptoneurosomas (Recasens y cols. 1988), L-
AP4 no muestra tal actividad. Otro tanto se podría decir del ácido L-3-
aminofosfopropiónico, L-AP3, ya que este compuesto en cortes de hipocampo se
manifiesta como un bloqueante efectivo de la hidrólisis de fosfoinositoles estimulada
por agonistas metabotrópicos (Schoepp y Johnson 1989, Schoepp y cols. 1990, lrving
y cols. 1990). Sin embargo, en cortes de cerebelo (Crepel y cols. 1991), en cultivos
de neuronas piramidales de hipocampo (Stratton y cols. 1990) y en las células
ováricas del Hamster chino que expresan receptores de glutamato (Tanabe y cols.
1992, Abe y cols. 1992) la hidrólisis de los fosfatidílinositoles es insensible a L-AP3.
Más recientemente se ha descrito que (RS) a-metil-4-carboxifenilglicina es un
antagonista para el receptor metabotrópico acoplado a la hidrólisis de
fosfatidilinositoles en corteza cerebral (Faton y cols. 1993).
Numerosos experimentos han demostrado que el receptor metabotrópico reduce
el potencial postsináptico excitatorio (PEPS) en las sinápsis glutamatérgicas de
hipocampo (Baskys y Malenka 1991), de amigdala (Rainnie y Shinnick-Gallagher
1992), de estriado (Lovinger 1991) y de cerebelo (Crepel y cols. 1991). Esta acción
inhibitoria parece estar mediada por la activación de un autoreceptor presináptico que
inhibe la liberación de glutamato. En el hipocampo, la reducción en los PEPS
inducida por el agonista metabotrópico (1S,3R)ACPD, no es bloqueada ni mimetizada
por L-AP3 (Desai y Conn 1991), lo que sugiere que el receptor metabotrópico que
media este efecto inhibidor podría ser diferente de los receptores que median la
hidrólisis de fosfoinositoles sensibles a L-AP3 (Schoepp y cols. 1990). L-AP4
también es un bloqueante de los PEPS en algunas sinapsis glutamatérgicas <Rainnei y
ShinnicLGallagher 1992). Los receptores metabotrópicos también reducen el
potencial postsináptico inhibitorio (PIPS) en las sinapsis glutamatérgicas y este efecto
parece estar mediado por inhibición en la liberación de GABA (Desai y cols. [992).
El mecanismo de acción por el cual los receptores metabotrópicos inhiben la
liberación de glutamato y GABA no se conoce, pero se ha sugirido que esta acción
podría estar mediada por una reducción en la corriente de Ca> de la terminación
sináptica (Trombley y Westbrook 1992).
Los receptores metabotrópicos también han sido implicados en la modulación
de diversos canales iónicos y de otros receptores (Schoepp y Conn, 1993). En cultivos
de células piramidales de hipocampo, trans-ACPD disminuye la corriente de K~.
tanto de los canales de K~ dependientes de voltaje tipo ‘m, como de los canales de K~
dependientes de Ca>, ‘aph. incrementando el potencial de membrana en reposo y por
tanto, la excitabilidad celular (Stratton y cols. 1989, Charpak y cols. 1990, Hu y
Storni. 1992). Así mismo, también se ha observado que trans-ACPD reduce la
corriente de Ca2~ en cultivos neuronales de hipocampo (Lester y Jahr, 1990) y en
cultivos de neuronas piramidales del área CA3 del hipocampo (Swartz y Bean 1992,
Swartz y cok. 1993). En relación con la modulación por los receptores
metabotrópicos de otros receptores, se ha observado que trans-ACPD incrementa la
corriente de Ca> del receptor de NMDA en cultivos de células piramidales de
hipocampo y en oocitos de Xenopus que expresan este receptor. Esta acción parece
estar mediada por receptores de glutamato acoplados a la hidrólisis de fosfoinositoles
ya que los activadores de la proteína quinasa C mimetizan este efecto (Aniksztejn y
cols. 1991). Además los receptores metabotrópicos han sido implicados en
importantes procesos neuronales como el desarrollo neuronal (Nicoletti y cols. 1988),
aprendizaje y memoria (Zheng y Gallagher 1992, McGuinness y cols. 1991), así
como en la neurotoxicidad inducida por el glutamato (Koh y cols. 1991).
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3. EL SINAPTOSOMA COMO MODELO DE SINAPSIS ‘IX VITRO”.
Las terminaciones sinápticas de las neuronas constituyen la región
especializada en la liberación de neurotransmísores. Estas terminaciones sinápticas se
pueden aislar y mantener activas desde el punto de vista metabólico durante varias
horas (Nicholís 1989>, constituyendo la preparación denominada sinaptosonias. EJ
aislamiento de las terminaciones sinápticas está facilitado por su pequeño tamaño y
por el resellado espontáneo que experiementa la membrana sináptica tras la
homogenización del tejido cerebral en medio isotónico. La posible explicación de
porqué los procesos celulares pueden continuar en una terminación nerviosa aislada
del cuerpo celular está en relación con su propio diseño, ya que al estar separada del
cuerpo celular por una gran distancia, la terminación sináprica está preparada para
funcionar de una manera autónoma, desde el punto de vista metabólico. Las
terminaciones nerviosas contiene la dotación enzimática y proteica necesaria para
llevar a cabo la síntesis de neurotransmisores y su almacenamiento en vesículas
(Nicholís 1989).
Los sinaptosomas tienen un diámetro aproximado de 1 gm. En las imágenes
de microscopia electrónica se observa un gran contenido en vesículas sinápticas
pequeñas y en menor número, vesículas sinápticas grandes, densas y con cubierta. Las
vesículas sinápticas pequeñas tienen un diámetro aproximado de 50 nm y
frecuentemente se encuentran ancladas en determinadas regiones de la membrana
plasmática, denominadas zonas activas. Las vesículas sinápticas grandes son menos
frecuentes y están localizadas fuera de la zona activa (Buma 1989). Aparte de las
vesículas sinápticas, los sinaptosomas presentan una o dos mitocondrias y la red del
citoesqueleto.
El principal problema de la preparación de sinaptosomas, en relación con el
contenido de neurotransmisores, es su heterogeneidad. Así, los sinaptosomas de
cualquier región cerebral contienen terminaciones sinápticas de neuronas que utilizan
diferentes neurotransmisores como glutamato, GABA, acetilcolina, catecolaminas.
péptidos y otros transmisores, junto con alguna terminación glial o gliosomas. El
grupo de Bradford ha conseguido aislar poblaciones colinérgicas y GABA-érgicas de
sinaptosomas por métodos inmunológicos, empleando anticuerpos contra las enzimas
implicadas en su síntesis (Docherty y cols. 1987). En general, los sinaprosomas
pueden prepararse de distintas regiones cerebrales según el sistema de neurotranmisor
que se quiere estudiar. Así, los interesados en la acetilcolina utilizan los lóbulos
ópticos del calamar y el órgano eléctrico de Torpedo (Whittaker 1984), ya que en
ambos casos se trata de un sistema colinérgico puro. Para la investigación de la
neurotransmisión glutamatérgica se pueden utilizar los sinaptosomas de corteza
cerebral, que aunque no es una preparación exlusivamente glutamatérgica. contiene
glutamato en altas concentraciones. Por otro lado, la preparación de sinaptosomas a
partir de la neurohipófisis es útil en el estudio de la secrección de neurohormonas
(Matteoli y cols. 1989).
La membrana plasmática de los sinaptosomas, al igual que la membrana
neuronal, presenta un alta conductancia al ión K* y una baja conductancia al ión Na4
(Schmalzing 1985), con un potencial de membrana muy cercano al potencial de Nerst
para el ión Kt y que oscila entre -60 a -80 mv según las distintas preparaciones (Scott
y Nicholís 1980, Tibbs y cols 1989 a). La gran conductancia que presenta la
membrana plasmática a los iones K4 sugiere la existencia de una subclase de canales
de Kt, aún no identificados, que permanecen abiertos en reposo y que son
responsables de la alta permeabilidad a este catión. Además de este canal de K4, en la
terminación sináptica se ha descrito la presencia de un canal de K~ que participa en el
mantenimiento del potencial de membrana en reposo y que se denomina canal tipo 1A.
Este canal de K~ que se encuentra cerrado en condiciones de reposo, se activa
rápidamente cuando la membrana se despolariza ligeramente, restableciendo así el
potencial de membrana (Castle y cols. 1989). El bloqueo de este canal por 4-
aminopiridina o dendrotoxina desestabiliza el potencial de membrana puediendo
desencadenar potenciales de acción espontáneos (Tibbs y cols. 1989 a y b). También
se han descrito canales de K~ dependientes de voltaje tipo 1n o rectificador retrasado y
canales de K4 activados por Ca24, que están encargados de terminar los potenciales
de acción, restableciendo el potencial de membrana en reposo tras la despolarización
(Blaustein y cols. 1988).
Los sinaptosomas mantienen una baja concentración de Ca2~intracelular que
oscila entre 100-300 nM (Ashely 1986) en ausencia de estimulación. Este bajo nivel
de Ca> se consigue gracias a diferentes sistemas que participan en la homeostasis del
Ca> como son: el intercambiador Na4/ Ca>, la ATP-asa dependiente de Ca> y los
compartimentos intrasinaptosomales. El intercambiador Na4/ Ca24, trasloca 3 iones
Na~ por cada ión Ca> y se activa alostéricamente con Ca> interno y posiblemente
contribuye a la salida de Ca> cuando su concentración en el citoplasma aumenta por
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encima de los niveles basales. El carácter electogénico de este intercambiador a
llevado a sugerir su posible contribución a la entrada de Ca> durante la
despolarización de la terminación sináptica, aunque la falta de buenos bloqueantes de
este intercambiador ha impedido establecer de manera inequívoca su contribución en
la homeostasis del Ca> en la terminación sináptica. La ATP-asa dependiente de Ca>
de la membrana plasmática bombea un ión Ca> por cada molécula de ATP
hidrolizada y algunos autores sugieren que es el principal mecanismo para extraer
Ca> del citoplasma (Nicholís y Akerman 1981 y Snelling y Nicholís 1985). El
retículo endoplásmico liso y las mitocondrias son los compartimentos
intrasinaptosomales de Ca>, capaces de almacenar o liberar Ca> (Blaustein 1988).
El retículo endoplásmico tiene una gran afinidad por el Ca> pero su capacidad de
almacenamiento es bastante limitada, mientras que las mitocondrias presentan una
gran capacidad para acumular Ca> pero con baja afinidad.
3.1. Métodos empleados para inducir la liberación de neurotransmisores.
El sinaptosoma aislado al carecer de su punto de unión con el axón, no puede
recibir la señal despolarizante, por lo que deben utilizarse distintos métodos
bioquímicos para despolarizar los sinaptosomas e inducir la liberación de
neurotransmisores. Entre las distintas formas, las más empleadas son una alta
concentración de CIK. el activador de canales de Na~, veratridina ó el bloqueante de
canales de K~, 4-aminopiridina.
- Altas concentraciones de KCI.
En una terminación sináptica en reposo la conductancia dominante de la
membrana plasmática es la del K~ (Schmalzing 1985) y es la que contribuye
principalmente al potencial de membrana. El incremento de la concentración
extracelular de K~ despolariza la membrana plasmática, abriendo los canales de Ca>
sensibles a voltaje. Esta apertura de los canales de Ca> tras la despolarización se
pone de manifiesto tanto por la rápida entrada de Ca> radiactivo, 45Ca2~ (Tibbs y
cols. 1989 a) como por la elevación en la concentración citosólica de Ca>
determinada con los indicadores fluorescentes de Ca> (Adam-Vizi y Ashley 1987).
La despolarización inducida por CIK es continua y total, ya que el potencial no
se recupera hasta que no se elimine el agente despolarizante del medio. Hay que tener
28
en cuenta que la despolarización con CIK, se reduce el compomente eléctrico del
gradiente electroquímico de Na~, revertiéndose el transportador de gluiamato y
liberando glutamato citoplásmico. A pesar de estos incovenientes este es el método
bioquímico más utilizado.
- Veratridina.
La veratridina es un alcaloide que despolariza la membrana plasmática al
impedir la inactivación de los canales de Na~ (Blaustein y Goldring 1975). Este
incremento de la permeabilidad al Na~, reduce el potencial de membrana y causa la
entrada de Ca> a través de canales de Ca> sensibles a voltaje lo que a su vez dispara
la liberación de neurotransmísores (Rugolo y cols. 1986). Ahora bien, la veratridina
al reducir los dos componentes del gradiente electroquímico de Na~, revierte el
transportador de glutamato, induciendo una salida de glutamato citoplásmico que es
incluso mayor a la inducida por despolarización con CIK donde sólo se altera el
gradiente eléctrico. El Na~ que entra a través de los canales abiertos por veratridina
es bombeado al exterior a través de la ATP-asa dependiente de Na~ y K~. La entrada
masiva de Na~ que tiene lugar en presencia de veratridina, activa la ATP-asa
estimulando fuertemente la respiración sinaptosomal como consecuencia de la
disminución de los niveles de ATP. Este efecto hay que tenerlo muy presente en los
experimentos de liberación de neurotransmisores ya que se ha observado que la
exocitosis de glutamato es dependiente de ATP (Sánchez-Prieto y cols. 1987 a). Para
prevenir la caída de los niveles de ATP inducidos por este ciclo fútil de Na~. que se
establece entre la entrada de Na+ mediada por el alcaloide y la salida de Na~ por la
actividad de la bomba de Na~, se recomienda la adición del bloqueante de la ATPasa
Na~-K~, ouabaina.
- 4-Aminopiridina.
La 4-aminopiridina es un bloqueante de los canales de potasio (Thesleff 1980),
activo en los canales que se abren inmediatamente después de la despolarización y que
se inactivan rápidamente (10-100 ms) (Smith 1989). La función de estos canales es
impedir que las neuronas disparen por debajo del umbral necesario para producir un
potencial de acción. Así, la rápida apertura de estos canales de K~ tras una ligera
despolarización permite la rápida repolarización de la célula restableciéndose el
potencial de membrana. El bloqueo de estos canales por 4-aminopiridina por el
jo
contrario, establece un potencial de membrana inestable que permite la apertura
aleatoria de los canales de Na~ en la población de sinaptosomas. con la consiguiente
despolarización y apertura de los canales de Ca> dependientes de voltaje. Como
consecuencia de estos acontecimientos, 4-aminopiridina induce la liberación
dependiente de Ca> de neurotransmisores. La implicación de los canales de Na~ en
el mecanismo de despolarización desencadenado por 4-aminopiridina, se pone de
manifiesto porque el bloqueante de estos canales, tetrodotoxina, suprime tanto la
elevación en la concentración citoplásmica de Ca> como la liberación de glutamato
inducidos por 4-aminopiridina (Tibbs y cols. 1989 a).
El caracter transitorio de las despolarizaciones inducidas por 4-aminopiridina
se traduce en una menor liberación de glutamato citoplásmico, sobre todo si se
compara con la liberación de glutamato independiente de Ca> inducida por
veratridina, ya que en este último caso se produce un colapso permanente de los
componentes químico y eléctrico del gradiente electroquímico de Na~.
4. MODULACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO.
4.1. Receptores presinápticos.
Los receptores presinápticos se denominan autoreceptores. si responden al
neurotransmisor liberado por la terminación sináptica, ó heteroreceptores, cuando
responden a neurotransmisores distintos al liberado por la terminación sináptica. La
activación de estos receptores altera parámetros directamente relacionados con la
exocitosis. modulando así la liberación de neurotransmisores.
En las terminaciones glutamatérgicas se han descrito la presencia de diversos
receptores. Así se ha demostrado la existencia de un autoreceptor de glutamato,
sensible a L-AP4 que inhibe la liberación de glutamato en sinaptosomas de corteza
cerebral y de hipocampo (Jones y Roberts 1990, Gannon y cols. 1989). Por otro lado,
en experimentos de electrofisiología se ha puesto de manifiesto que L-AP4 y¡ó
(IS,3R)XCPD reducen el potencial postsináptico excitatorio en las sinapsis
glutamatérgicas de hipocampo (Baskys y Malenka 1991), estriado (Lovinger ¡99!) y
amigdala (Rainnie y Shinniek-Gallagher ¡992). Esta disminución de la transmisión
glutaniatérgica se ha relacionado con una disminución en la liberación de glutamato.
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Esquema 3: Posible mecanismo de acción de 4-aminopiridina
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posiblemente mediada por la activación de un autoreceptor de glutamato que reduce la
entrada de Ca> (Trombley y Westbrook 1992).
Numerosos estudios muestran que los agonistas kainato y domoato inducen un
incremento en la concentración de glutamato en el espacio extracelular en cortes de
hipocampo y este efecto podría estar relacionado con determinadas acciones
neurotóxicas asociadas a este neurotransmisor (Meldrum y Garthwaite 1990). En este
sentido. se ha propuesto que estas sustancias interaccionan con un receptor
presináptico. que estaría presente en aquellas áreas cerebrales que son especialmente
sensibles a las acciones excitotóxicas. En las terminaciones de las fibras musgosas de
hipocampo, se ha demostrado la existencia de un receptor presináptico sensible a
kainato y domoato que incrementa la liberación de glutamato inducida por CIK
(Terrian y cols. 1991). El mecanismo por el cual se incrementa la liberación de
glutamato no se conoce, pero este efecto facilitador podría estar mediado por un
incremento en la entrada de Ca> (Terrian y cols. 1991). No obstante y a pesar de
todos estos datos, hay que tener en cuenta que el kainato induce la acumulación de
glutamato en el medio extracelular por un efecto inhibidor sobre el co-transportador
de Na~-glutamato (Pocock y cols. 1988).
En cuanto a la presencia de heteroreceptores en las terminaciones sinápticas
glutamatérgicas, existen numerosas evidencias que indican que la adenosina, a través
de su receptor A1, inhibe la [iberación de glutamato en diversas preparaciones
(Dolphin y Archer 1983, Burk y Nadíer 1988, Terrian y cols. 1989). Recientemente,
Barrie y cols. han descrito que la adenosina y el agonista de los receptores Aí
N6ciclohexiladenosina inhiben la liberación de glutamato inducidas tanto por 4-
aminopiridina como por una alta concentración de CIK. en las terminaciones
sinápticas de corteza cerebral (Barrie y cols. 1993). Estos reslutados sugieren que el
mecanismo de esta inhibición podría estar relacionado con una reducción en la entrada
de Ca> como consecuencia directa de la activación de un receptor de adenosína
acoplado a proteína G, (Dolphin y Prestwich 1985, Stone 1991) más que con la
apertura de los canales de K~ (Zoltay y Cooper 1991).
El GABA y el agonista baclofen inhiben la liberación de glutamato a través de
la activación de receptores tipo B (Dolphin y Scott 1987, Harrison 1990, Klapstein y
Colmers 1992). Por otro lado, las dinorfinas unos péptidos que se encuentran en
elevadas concentraciones en algunas terminaciones sinápticas glutamatérgicas del
hipocampo almacenadas en vesículas sinápticas grandes (Terrian y cols. 1988), y que
se liberan al espacio sináptico por un proceso dependiente de Ca>, (Terrian y cols.
1988, Terrian y cols. 1989) también inhibien la liberación de glutamato. El
mecanismo de la acción inhibidora de las dinorfinas no se conoce, pero de nuevo se
sugiere una reducción en la entrada de Ca2+.
4.2. Proteína quinasa C.
La proteína quinasa C, (PKC), es una quinasa dependiente de Ca> y
fosfolípidos, activada por el diacilglicerol generado por estimulación de algunos
sistemas de transducción de señales de la membrana celular (Takai y cols 1979). El
cerebro de los mamíferos contiene altas concentraciones de proteína quinasa C y su
activación, produce numerosos efectos en las neuronas como son: cambios en el
desarrollo neuronal, modulación de la liberación de neurotransmisores, modificación
de canales iónicos y cambios en la plasticidad sináptica (Nishizuka 1984, Nishizuka
1986). La proteína quinasa C es una familia de isoenzimas compuesta por 10
proteínas relacionadas (Nishizuka 1992) pudiendo considerarse desde el punto de vista
estructural tres grupos. El grupo A está formado por los isoenzimas a, 81, 811 yy, que
son activados por Ca>, fosfatidílserina y diacilglicerol ó ésteres de forbol, siendo
esta activación incrementada en presencia de ácidos grasos insaturados y
lisofosfatidílcolina (Nishizuka 1.992). El grupo B, está formado por los isoenzimas 8,
e q y O , que no requieren Ca2~ para su activación, pero si fosfatidilserina y
diacilglicerol ó ésteres de forbol (Koide y cols. 1992). La subespecie e es activada
por ácidos grasos insaturados (Saito y cok. 1993). Por último, más recientemente se
han identificado dos subespecies 4 yA, que integran el grupo de la proteína quinasas
C atípicas. Estas isoformas dependen para su activación de fosfatidílserina pero no de
diacilglicerol ni de ésteres de forbol ni de Ca> (Ohno y cols. 1989). La subespecie
4. es, sin embargo, activada por los ácidos grasos insaturados.
La proteína quinasa C a nivel celular, se localiza tanto en el citosol como en
las membranas, aunque sólo la proteína unida a las membranas parece ser funcional.
ya que en ellas se encuentran los fosfolípidos y los diacilglicero¡es que son los
cofactores necesarios para su activación (Nishizuka 1984). El incremento en la
concentración de Ca> intracelular induce la redistribución de la proteína quinasa C
del citosol a las~ membranas, donde la proteína se une a la fosfatidílserina formándose
un complejo preactivo (Belí 1986). El diacilglicerol generado como respuesta a una
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señal extracelular. interacciona con el complejo preactivo y activa a la proteína
quinasa C (Ganong y cols. 1986). Los ésteres de forbol, que son unos potentes
agentes tumorales, inducen también una rápida traslocación de la proteína quinasa C a
la membrana, solo que en este caso, la traslocación suele ir seguida de la desaparición
de la actividad enzimática de proteína quinasa C por un proceso de proteolisis
mediado por proteasas dependientes de Ca> del tipo de las calpainas (Takai y cols.
1977). La proteolisis de la proteína quinasa C por dichas proteínas genera una forma
catalíticamente activa, denominada proteína quinasa M, PKM, que es soluble y activa
en ausencia de Ca> y fosfolípidos. Las diferentes subespecies de proteína quinasa C
muestran diferente sensibilidad a este proceso proteolítico, siendo las isoformas a y 11
más suceptibles que el isoenzima Y(Oda y cols. 1991). El significado fisiológico de
este proceso no está bien establecido, pero podría formar parte de un sistema de
degradación de la proteína quinasa C, finalizando las acciones generadas por el
enzima.
El primer mecanismo descrito para la activación de la proteína quinasa C fue
la hidrolisis de fosfatidílinositoles. La activación de receptores acoplados a esta vía de
transducción de señales, genera IP3 y diacilglicerol como segundos mensajeros. El IP3
es capaz de inducir cambios en la concentración citoplásmica de Ca> por
movilización del Ca> almacenado en los compartimentos intracelulares (Berrigde e
Irvine 1989). mientras que el diacilglicerol activa a la proteína quinasa C. Más
recientemente se ha observado que el diacilglicerol se puede generar también por
hidrólisis de fosfatidílcolina por activación de la fosfolipasa D, con formación de
ácido fosfatídico seguida de la hidrolisis de éste por la fosfohidrolasa (Nishizuka
1.992). Además, algunas isoformas de la proteína quinasa C pueden ser activada por
los ácidos grasos cis-insaturados, como el ácido oleico y el araquidónico (Murakami y
Routtenberg 1985, Murakami y cols. 1986, Shearman y cols. 1991 b).
Estudios inmunocitoquimicos han mostrado la presencia de proteína quinasa C
en las terminaciones nerviosas (Girard y cols. 1985). Aproximadamente un 50% de la
actividad de la proteína quinasa C presente en la preparación de sinaptosomas de
corteza cerebral está asociada a membranas (Diaz-Guerra y cols. 1987). Existen
diferencias respecto al contenido de las diferentes subespecies de proteína quinasa C
en las terminaciones sinápticas de diferentes regiones cerebrales, así los sinaptosomas
de corteza cerebral contienen las isoformas a, 13, Y y e (Shearman y cols. 1991, Saito
y cols. 1993), mientras que los sinaptosomas de hipocampo contienen las isoformas a
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y 13 (Shearman y cols. 1991). La existencia de la isoforma Y en esta preparación es
más discutida, ya que si bien los estudios de Nishizuka en sinaptosomas de
hipocampo, no detectan esta isoforma; en una fracción enriquecida de sinaptosomas
de las fibras musgosas de hipocampo, se han encontrado con anticuerpos la presencia
de las isoformas Y, e y ~ (Terrian y cols. 1993), además de las mencionadas ~ y 13.
La activación de la proteína quinasa C de la presinápsis aumenta la liberación
dependiente de Ca2~ de una gran variedad de neurotransmisores como noradrenalina,
(Nichols y cols. 1987), dopamina, (Shu y Selmanoff 1988), acetilcolina, (Tanaka y
cols. 1986) y glutamato (Lynch y Bliss 1986, Barrie y cols. 1991). El mecanismo por
el cual la proteína quinasa C potencia la liberación de neurotransmisores no se conoce
en detalle por las dificultades que conlíeva el estudio de los flujos iónicos y de la
secreción acoplados a Ca2~ en las terminaciones nerviosas. Se ha sugerido, no
obstante, que la proteína quinasa C puede mediar la modulación de la corriente de
entrada de Ca> bien por una apertura de los canales de Ca> dependientes de voltaje
y acoplados a la secreción de neurotransmisores (De Reirmar y cols. 1985,
Kaczmarck 1987. Strong y cols. 1987) ó bien por un bloqueo de canales de K~
(Colby y Blaustein 1988, Higashida y Brown 1986, Barrie y cols. 1991).
4.3. Fosfoproteinas implicadas en la liberación de neurotransmisores.
La despolarizaicón de la terminación sináptica estimula la entrada de Ca> y la
exocitosis de neurotransmisores. En sinaptosomas, la entrada de Ca> activa una serie
de proteínas quinasas dependientes de Ca> y de fosfatasas, que determinan unos
cambios en el estado de fosforilación de ciertas proteínas, habiéndose sugerido la
posibilidad de que estos cambios en el estado de fosforilación de las proteínas, podría
estar directamente relacionado con el mecanismo molecular de la liberación del
neurotransmisor.
Los sistemas de fosforilación más abundantes en las terminaciones sinápticas,
relacionados a su vez con la liberación de neurotransmisores, son la proteína quinasa
dependiente de Ca> y calmodulina tipo II (CAM-quinasa II), que fosforila a la
sinapsina (Nichols y cols. 1990, De Camilli y cols. 1990). y la proteína quinasa C
que fosforila las proteínas MARCKS (Albert y cols. 1987, Hartwing y cols. 1992) y
8-50 ó (iAP-43 (Aloyo y cols. 1983).
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La proteína CAM-quinasa 11 se localiza tanto en las membranas como en el
citosol de las terminaciones sinápticas donde se une a las proteínas del citoesqueleto y
de las vesículas sinápticas. La unión del complejo Ca2~-calmodulina separa los
dominios autoinhibidor y catalítico de la quinasa, permitiendo la fosforilación de los
sustratos, así como la autofosforilación de la quinasa. La autofosforilación de la
treonina 286 dentro del dominio autoinhibidor tiene lugar segundos después de la
activación de la quinasa y es responsable de la actividad fosforilante independiente de
Ca> que se observa tras la disminución de los niveles de Ca> después de la
despolarización (Patton y cols. 1990).
La sinapsinas 1 y II, como ya hemos señalado, son fosfoproteinas asociadas a
vesículas sinápticas. que constituyen los sustratos fisiológicos de la proteína CAM-
quinasa 1 que las fosforila en el residuo de serma próximo al grupo amino terminal.
Además, la sinapsina 1, pero no la II. es fosforilada también por la CAM-quinasa II
(Huttner y Greengard 1979) lo que provoca una disminución de la afinidad de
sinapsina 1 por las vesículas sinápticas, así como la desaparición de la interacción de
la sinapsina con los filamentos de actina (Schiebler y cols. 1986, Benfenati y cols.
1989). En experimentos con sinaptosomas se ha demostrado que la introducción de la
proteína CAM-quinasa II en las terminaciones sinápticas aumenta la liberación
dependiente de Ca> de noradrenalina y glutamato inducidas por CIK (Nichols y cols.
1990). Además, el inhibidor selectivo de esta quinasa, isoquinoleno sulfonilo, KN 62.
inhibe la liberación de glutamato (Sihra 1993). De acuerdo con estos resultados, se ha
propuesto la hipótesis de que los efectos de la proteína CAM-quinasa II están
mediados por la fosforilación de la sinapsina 1, lo que resultaría en un debilitamiento
de las interacciones de las vesículas sinápticas y los filamentos de actina.
incrementando consiguientemente el número de vesículas disponibles para la
exocitosis (De Camilli y Greengard 1986, Báhíer y cols. 1990). Más recientemente se
ha observado en sinaptosomas permeabilizados transitoriamente por congelación-
descongelación, que la introducción de sinapsina 1 defosforilada, coníleva una
disminución significativa de la liberación de glutamato. Por el contrario, la
introducción de sinapsina 1 que había sido previamente fosforilada por la proteína
CAM-quinasa II, incrementaba la liberación de glutamato (Nichols y cols. 1992).
Estos resultados indicarían que la sinapsina 1, es un componente importante en la
regulación de la liberación de neurotransmisores.
La proteína 8-50, conocida también como GAP-43, neuromodulina o proteína
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E1, es una proteína específica del sistema nervioso, que se expresa en altas cantidades
en las neuronas durante el desarrollo neuronal y en procesos de regeneración, y que
ha sido implicada también en procesos de aprendizaje y memoria así como en la
liberación de neurotransmisores (Coggins y Zwiers 1991, De Graan y Gispen 1993).
Esta proteína se encuentra fundamentalmente en las membranas de la terminaciones
sinápticas, pero no en las dendritas (Gispen y cols. 1985). La proteína B-50 posee un
único sitio de fosforilación por proteína quinasa C, y es considerada como una
proteína que une calmodulina de forma atípica, ya que la afinidad por esta proteína es
mayor en ausencia que en presencia de Ca> (De Graan y cols. 1992).
En base a su localización presináptica y al alto grado de correlación que existe
entre la fosforilación de esta proteína y la liberación de neurotransmisores tras la
activación de la proteína quinasa C, se ha sugerido que la proteína B-50 participa en
el mecanismo molecular de la liberación de neurotransmisores (Dekker y cols. 1989,
Dekker y cols. 1990). En este sentido, en experimentos realizados con sinaptosomas
permeabilizados con estreptolisina~O, se ha observado que la aplicación de
anticuerpos contra la proteína B-50, no solamente impide su fosforilación por proteína
quinasa C sino que además inhibe la liberación de noradrenalina (Dekker y cols.
1989).
La activación de la proteína quinasa C fosforila una proteína miristoilada y rica
en residuos de alanina y que además es un sustrato de la proteína quinasa C, conocida
abreviadamente como MARCKS. MARCKS es una proteína que une calmodulina y
actina in vitro (Hartwig y cols. 1992), y que es fosforilada en una gran variedad de
tipo celulares en respuesta a factores de crecimiento, neurotransmisores y ésteres de
forbol (Harrison y Mobley 1990). La fosforilación de MARCKS conlíeva, en diversos
tipos celulares, su traslocación desde la membrana al citosol (Wang y cols. 1989).
En experimentos con sinaptosomas se ha observado que la despolarización con
una alta concentración de CIK, incrementa en un 30% el estado de fosforilación de
MARCKS (Coffey y cols. 1993). Aunque no se ha demostrado de una manera directa
un papel de MARCKS en la liberación de neurotransmisores, se ha sugerido que esta
proteína, al igual que otras proteínas que unen calmodulina tal como la proteína B-50,
podrían funcionar como reservorios de calmodulina, liberándola después de la
activación de proteína quinasa C. Puesto que MARCKS en su forma defosforilada
pero no en la fosforilada. se une a los filamentos de actina, se ha propuesto que la
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activación de la proteína quinasa C. fosforilaría MARCKS favoreciendo el
desensamblaje de los filamentos de actina (Graff y cols. 1989). Según estos
principios, se podría predecir que la fosforilación de MARCKS contribuiría a la
facilitación de la liberación de neurotransmisores, bien por la rotura de los filamentos
de actina, bien, por el incremento en la concentración de calmodulina libre del
citosol. donde la activación de las quinasas dependientes de Ca2~~calmodulina podría
llevar a un incremento en la liberación de neurotransmisores. Sin embargo, esta
supuesta implicación de MARCKS en la liberación de neurotransmisores no ha sido
corroborado en experimentos con sinaptosomas (Coffey y cols. 1993). donde se ha
demostrado que la fosforilación de MARCKS no es un requerimiento absoluto para la
liberación de glutamato, ya que en presencia del inhibidor de proteína quinasa C. RO-
3 1-8220, activo frente a las isoformas de proteína quinasa C c~, l1~, I3~i, y , aunque
se inhibe totalmente la fosforilación de MARCKS inducida por la despolarización con
CIK. no se afecta para nada la liberación de glutamato (Coffey y cols. 1993).
4.4. Acido araquidónico.
Estudios realizados en los últimos años han sugerido que los ácidos grasos
po]i-ínsaturados, fundamentalmente, eJ ácido araquidónico y sus ¡netaboíitos, podrían
constituir una nueva clase de segundos mensajeros (Piomelli y Greengard 1990,
Ordaway y cols, 1991) con capacidad para modular la liberación de neurotrasmisores.
El ácido araquidónico que se encuentra normalmente esterificado, formando parte de
los fosfolípidos de la membrana plasmática, se genera en respuesta a la estimulación
de determinados receptores acoplados a la fosfolipasa A
2 (Felder y cols. 1990). El
glutamato, a través de la activación de los receptores NMDA y metabotrópico.
también estimula la formación y liberación de ácido araquidónico (Dumuis y cok.
1988, Aramori y Nakanishi 1992). El ácido araquidónico se puede formar también a
partir de diacilglicerol originado por la hidrólisis del fosfatidilinositol por la
fosfolipasa C y posterior hidrolisis de éste por acción de una diacilglicerol lipasa
(Irvine 1982). EJ ácido araquidónico tiene una vida muy corta, ya que rápidamente es
metabolizado a productos oxigenados por distintos sistemas enzimáticos como el de la
cicloxigenasa, la lipoxigenasa y la monoxigenasa (Shimizu y Wolfe 1990). La vía de
la 12-lipooxigenasa es el sistema enzimático más importante del tejido nervioso para
el metabolismo del ácido araquidónico (Shimizu y cols. 1987), formándose distintos
metabolitos como el ácido 12s-hidroperoxi-eicosatetranoico (12-HPETE) y el ácido
12-s-hidroxi-eicosatetranoico (12-HETE).
En relación con los efectos del ácido araquidónico sobre la liberación de
neurotransmisores, algunos estudios han demostrado que el ácido araquidónico y/ó sus
metabolitos inhiben la liberación de serotonina, en las neuronas del molusco Aplysia
Cal(fornica (Piomelli y cols. 1987 a, Buttner y cols. 1989), de catecolaminas en las
células cromafines (Ehrenrguber y Zahíer 1991) y de glutamato en sinaptosomas de
hipocampo (Freeman y cols. 1991). Sin embargo, en otros experimentos se ha
observado que el ácido araquidónico a elevadas concentraciones incrementa la
liberación de glutamato (Lynch y Voss 1990, Freeman y cols. 1991).
El mecanismo por el cual el ácido araquidónico y/o sus metabolitos modulan
la secreción de neurotransmisores no se ha establecido en detalle, aunque se ha
sugerido que estos lípidos podrían modular la actividad de canales iónicos (Ordway y
cols. 1991). Datos electrofisiológicos obtenidos en las células de la musculatura lisa
gástrica (Ordway y cols. 1989), en células atriales del corazón (Kim y cols. 1989), en
neuronas de Aplysia (Buttner y cols. 1989) y en cultivos neuronales de hipocampo
(Premkumar y cols. [991) han demostrado que el ácido araquidónico incrementa la
permeabilidad al ion K~ ó bien disminuyen la entrada de Ca> (Keyser y Alger
1990), reduciendo de este modo, la excitabilidad celular. Esta modulación por parte
del ácido araquidónico y/ó sus metabolitos sobre la actividad de los canales jónicos
podría ser el resultado de una acción directa del ácido graso sobre el canal iónico
(Buttner y cols. 1989) ó bien, consecuencia de la activación por parte del ácido graso
de proteínas quinasas como la proteína quinasa C (Linden y Routtenberg 1989) o
quinasa dependiente de Ca2~ y calmodulina tipo 11 (CAMkinasa-1I) (Piomelli y cols.
1989), con efectos posteriores en la liberación de neurotransmisores.
Por otro lado, se ha observado que los ácidos grasos inhiben el co-
transportador de Na~-glutamato de la membrana plasmática (Rhoads y cols. 1983, Yu
y cols. 1987, Volterra y cols. 1992). Esta acción inhibidora del ácido araquidónico
sobre la actividad del transportador de glutamato podría facilitar la acumulación de
glutamato en el medio extracelular lo que podría no sólo aumentar la eficacia de las
sinapsis glutamatérgicas sino que también podría contribuir a las acciones
neurotóxicas de este neurotransmisor (Barbour y cols. 1989).
OBJETIVOS.
1- Investigar las acciones de la activación de la proteína quinasa C presináptica con
ésteres de forbol en la liberación de glutamato en los terminaciones sinápticas aisladas
de la corteza cerebral de rata, así como en otros parámetros bioenergéticos
relacionados con la secreción.
2- Estudiar el papel del ácido araquidónico y/o sus metabolitos en la exocitosis de
glutamato con el fin de establecer el mecanismo de la acción moduladora.
3- Identificar las señales extracelulares, que acopladas al metabolismo de
fosfatidilinositoles y a la generación de diacilglicerol, activan la vía facilitadora de la
liberación de glutamato mediada por proteína quinasa C. Una vez identificada la señal
extracelular se estudiará los efectos de agonistas y antagonistas de este receptor en la
exocitosis de glutamato y los parámetros relacionados.
El conocimiento de las vías de modulación de la exocitosis de glutamato, de
las señales extracelulares implicadas, de los receptores presinápticos, así como
mecanismos de transducción de la señal y de los segundos mensajeros podría ser de
gran interés para acceder a la modulación farmacológica de estas sinapsis
glutamatérgicas.
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MATERIALES Y
METODOS
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1. MATERIAL
1.1. Reactivos y Productos quñuicos.
Los productos que no se detallan a continuación (ácidos, álcalis, sales
inorgánicas y disolventes orgánicos> eran todos de grado analítico y de elevada
pureza, y fueron suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania) o Sigma (Co; St.
Louis; MO., USA).
La glutamato deshidrogenasa (E.C. 1.4.1.3), el NADP~, el NADH, el L-
glutamato, la fosfatidilserina, la histona H1, el 13-forbol 12-13-dibutirato (48-PDBu),
el 13-forbol 12-miristoil 13 acetato (PMA), el cx-forbol 12, 13-didecanoato (4cx-PDD),
el 1,3-dioctanoilglicerol, la 1,3-dioleina, el oleil-acetilglicerol, el ácido araquidónico,
el metilaraquidonato y demás ácidos grasos fueron suministrados por Sigma (Co, St.
Louis; M.O., USA), al igual que la albúmina de suero bovino (BSA), el ATP, la 4-
aminopiridina, la veratridina, el dithiotreitol, la piruvato quinasa (E.C. 2.7.1.40), el
fosfoenolpiruvato, el EGTA, el TEA y TES.
La D(+)Glucosa, el EDTA y el PIPES fueron suministrados por la marca
MERCK (Darmstadt, Alemania).
La sacarosa fué de Merck y de BDH. Limited, Pool (Inglaterra).
La estaurosporina y el HEPES fueron suministrados por Boehringer Corp.
(Manheim, Alemania).
La sn-1,2-diacilglicerol quinasa (E.C. No. 2.7.1.107) y la ionomicina fue de
Calbiochem (San Diego, Co, USA).
El fura 2-AM y el ioduro de 3’,3 dietil-tio-carbociamida, DiSC2(5) fueron
suministrados por Molecular Probes (Fugene, USA).
La luciferasa (E.C. 1.13. 12.7) fue de LKB (Suecia).
El isótopo radiactivo [Y
32P]ATPfué suministrado por Amersham International
p/c (Inglaterra) y el liquido de centelleo por Beckman Instruments (Ca, USA).
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Los ácidos (1S,3R) y (iR, IS) amino-ciclopentíl-dicarboxilico (1S,3R) ó
(1R,3S)ACPD, el ácido 2-amino-3 fosfopropiónico (L-AP3), el ácido 2-amino-3
fosfonobutírico (L-AP4), el ácido D-amino-5-fosfopentanoico (D-AP5), 6-ciano-7-
nitroquinoxalin-2,3 diona (CNQX), ibotenato y quisqualato fueron suministrados por
Tocris Neuramin (Essex, Inglaterra).
El ficolí 400 fue suministrado por Pharmacia (Uppsala, Suecia) y se dializó
con agua desionizada durante cinco ó seis horas, con cambio de agua cada hora. La
concentración final del ficolí se estableció calculando su peso específico.
La enzima glutamato deshidrogenasa se dializó en un medio constituido por
fosfato sódico 100 mM y glicerol al 50%, pH =7,3, bajo presión en atmósfera de N2
durante doce a veinticuatro horas para eliminar el glutamato contaminante. La diálisis
se llevó a cabo en una célula de ultrafiltración AMICON con membranas XM 100 de
Amicon (Amicon Co; Danvers, M.A., Irlanda) que retiene moléculas con un peso
molecular superior a 100.000 daltons.
1.2. APARATOS.
Se utilizaron balanzas de precisión AND ER-60 A y granatarios AND de los
modelos EX 2000 y EW 300A.
Las soluciones fueron agitadas con agitatores magnéticos 5 y agitadores
orbitales Luckham 802. Todas las medidas de pH se realizaron con los pHmetros
Metrohm 654 y Crison 2001.
Las centrífugas que se emplearon fueron las siguientes: centrífuga refrigerada
¡-leareus modelo 2.0 RS, centrífuga refrigerada Sorvalí modelo RC5C, ultracentrifuga
Beckman modelo L8-M y microfugas eppendorff modelos Beckman 11 y Sigma
201M.
Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron en los
espectrofotómetros Beckman modelo DU-40 y Pharmacia Ultrospec III.
Las incubaciones que requirieron determinadas condiciones de temperatura se
realizaron en baños termostatizados modelos Unitronic 320 OR con agitación orbital y
Tectron 3473100.
La luminiscencia se midió con un luminómetro LKB modelo 1250.
Las determinaciones radiométricas se realizaron en contadores de centelleo
líquido Beckman modelos LS 3801 y LS 60001C.
La determinaciones de la liberación del neurotransmisor glutamato, medidas de
Ca> intracelular y del potencial de membrana se realizaron en un fluorimetro Perkin-
Elmer, modelo LS 50 controlado por un ordenador Epson AX-2 y con un baño
termostatizado, modelo Braun Frigomix U.
1.3. MATERIAL BIOLOGICO.
En todos los experimentos se utilizaron ratas macho de la raza Wistar, 200-250
gramos de peso, suministradas por la casa Charles-Rives a través de Panlab
(Barcelona).
2. N’IETODOS.
2.1. Obtención de los sinaptosomas.
2.1.1. Gradientes de Ficoil.
Los sinaptosomas se purificaron en un gradiente discontinuo de Ficolí-Sacarosa
según la técnica descrita por Nicholís (1978) y Scott y Nicholís (1980) como se
resume en el esquema 4. En todos los experimentos se sacrificaron dos ratas por
dislocación cervical y decapitación. El cerebro se lavó rápidamente con medio de
aislamiento (Sacarosa 0.32 M, TES 5 mM y EDTA 0,5 mM, pH 7,4) y se
diseccionó la corteza cerebral. A continuación esta región cerebral se homogeneizó en
un homogenizador modelo Potter con vástago de teflón, con siete pasos completos de
homogenización. El homogenado resultante se centrifugó a 900 xg durante 5 minutos
a 40C, recogiéndose el sobrenadante. Con el fin de aumentar el rendimiento de la
preparación, el sedimento se resuspendió en medio de aislamiento y se centrifugó en
las condiciones anteriormente citadas. Los dos sobranadantes obtenidos se
centrifugaron a 17.000 xg durante 10 minutos a 40C. El sedimento resultante,
denominado sinaptosomas crudos o sedimento P
2 se resuspendió en 10 ml de medio de
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aislamiento y se colocó sobre un gradiente discontinuo de ficolí preparado en medio
de aislamiento y formado por 10 mIs de ficolí al 12%, 2.5 mis de ficolí al 9% y lO
mIs de ficolí al 5%, centrifugándose a 75.000 xg durante 30 minutos a 40C. Los
sinaptosomas sedimentaron en dos bandas, la primera entre el ficolí 12%-9% y la
segunda entre el ficolí 9%-5%. La mielina se separó en la banda superior
correspondiente al ficolí 5% y las mitocondrias quedaron en el fondo del tubo. Con
una pipeta pasteur se recogieron los sinaptosomas y se diluyeron hasta un volumen
final de 10 ml de un medio sacarosa-TES (sacarosa 250 mM y lES 5 mM a pH=
7,4). A continuación, se determinaron proteínas por el método de Biuret y se
tomaron alicuotas de un 1 ó 5 mg de sinaptosomas según el ensayo a realizar. El
volumen final se completó hasta 2 o 3 mIs con el medio sacarosa-TES y se centrifugó
a 25.000 xg durante 30 minutos a ~ El sobrenadante se eliminó y los sinaptosomas
sedimentados en el fondo del tubo se conservaron en un baño de hielo entre 5 y 6
horas.
En algunos experimentos se emplearon sinaptosomas crudos correspondientes
al sedimento P
2. Estos sinaptosomas se compararon con los sinaptosomas purificados
por gradientes de Ficolí, no encontrándose diferencias cualitativas en lo que se refiere
a la liberación de glutamato y a la homeostasis del calcio.
2.1.2. Gradientes de Percoll.
Los sinaptosomas se purificaron en un gradiente discontinuo de Percolí según
la técnica descrita por Dunkley y cols. (1986) y Wang y cols. (1989). En todos los
experimentos se sacrificaron dos ratas por dislocación cervical y decapitación. El
cerebro se lavó con un medio compuesto por sacarosa 0,32 M a pH =7.4 y se
diseccionó la corteza cerebral. A continuación esta región cerebral se homogeneizó en
un homogenizador modelo Potter con vástago de teflón, con ocho pasos completos de
homogenización. El homogenado resultante se centrifugó a 2000 xg durante 2 minutos
a 4”C. recogiéndose el sobrenadante que se dividió en dos tubos y se centrifugó de
nuevo a 9.500 xg durante 12 minutos a 4
0C. Los sobrenadantes se decantaron y cada
sedimento se resuspendió en Smls del medio anteriormente descrito y se colocó sobre
un gradiente discontinuo de percolí preparado en un medio compuesto por sacarosa
0,32M, EDTA 1.OmM y DTT 0,2SmM y formado por 3mls de percolí al 23%, 3mls
de percolí al 10% y 3mls de percolí al 3%, pH=7.4, centrifugándose a 25.000 xg
durante 10 minutos a 40C. Los sinaptosomas sedimentaron en la banda situada entre
¿IS
Esquema 4.- Obtención de sinaptosomas purificados por gradiente discontinuo de
ficol!.
2 cortezas cerebrales + medio de aislamiento
homogeneización a 700 rpm, en potter de teflón
(7 movimientos de homogeneización)
900 xg
5 mm
Si + 5=
17.000 xg
10 mm.
PS(se resuspenden en lOmí
de medio de aislamiento
se colocan sobre el
gradiente de ficolí)
(Resuspensión en medio
de aislamiento)
900 xg
5 mm
52 P2(sinap.crudos)
Sinaptosomas (lOmís)
ficolí 5% (lOmís)
ficolí 9% (2,Smls)
ficoIl 12% (lOmis)
75.000 xg
30 mm.
(Se recogen los sinaptosomas y se llevan
a lOmís con medio sacarosa-Tes)
Mielina
Sinaptosomas
Mitocondrias
SS
(descartar)
PS
(sinap . purificados)
SS
(descartar)
P
lOmís sinaptosomas
15.000 rpm
30 mm
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el percolí 23%-10%. La mielina se separó en la banda situada entre el percolí 3%-
10% y las mitocondrias se quedaron en el fondo del tubo. Con una pipeta pasteur se
recogieron los sinaptosomas y se diluyeron hasta un volumen final de 15 mIs de un
medio HBM (NaCí l4OmM, CIK 5mM, NaHCO3 5mM, NaH2PO4 1.2mM, MgCI2
lmM, Glucosa lOmM y 1-tepes lOmM, pH=7.4), centrifugándose a continuación a
22.000 xg durante 10 minutos a 4
0C. El sedimento resultante se resuspendió en 8mls
de medio HBM y a continuación se determinaron proteínas por el método de Biuret.
Se tomaron alícuotas de lmg de sinaptosomas y el volumen final se completó hasta
Smls con el medio HBM y se centrifugó a 3.000 xg durante 10 minutos. El
sobrenadante se decantó y [os sinaptosomas sedimentados en el londo del tubo se
conservaron en un baño de hielo entre 5 y 6 horas.
2.2. Determinación de la liberación de glutamato.
Se realizó según la técnica descrita por Nicholís y cols. (1987); el glutamato
liberado se determinó mediante la reacción catalizada por el enzima glutamato
deshidrogenasa en presencia de NADP~ como cofaetor y midiendo el incremento de
la fluorescencia que se produce por la formación de NADPH. Las variaciones de
tluorescencia se registraron a unas longitudes de onda de excitación y emisión de 340
nm y 460 nm respectivamente, y las rendijas de excitación y emisión se fijaron en 15
y 20 nm. respectivamente.
GDH
Glutamato + NADP~ < > cx-cetoglutarato + NH
3 + NADPH
1 mg de sinaptosomas se resuspendieron (0,67mg/ml) en medio Elliots (NaCí
122mM. KCI 3,lmM, KH2PO4 0,4mM, NaHCO3 5mM, MgSO4 l,2mM, TES-Na
2OmM y glucosa lOmM, pH=7.4) que contenía también albúmina de suero bovino
(BSA) 16 gM y se preincubaron a 370C durante 60 minutos en un baño con agitación.A continuación, una alicuota de 1 ml de la suspensión se transfirió a una cubeta del
ftuorimetro Perkin-Elmer LS-SO que contenía NADP~ 1. mM y CI
2Ca l,33mM o bien
una mezcla de calcio-EGTA (38~M CI2Ca y EGIA 50~M) que proporciona una
concentracion extracelular de calcio libre de 200 nM aproximadamente, según
Verhage y cols. (1989). El ensayo se inició con la adición de 50 unidades de
glutamato dehidrogenasa, observándose un incremento en la fluorescencia que se
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corresponde al glutamato extrasinaptosomal y una vez estabilizada la señal
fluorescente, se obseva un incremento lento pero continuo, que se debe a la liberación
basal <figura 1). La liberación de glutamato se inició por despolarización con 4-AP o
CIK y la señal fluorescente resultante se registró durante 6 minutos más. Como la
reacción catalizada por la glutamato dehidrogenasa es reversible, no existe linearidad
entre el incremento en fluorescencia y la cantidad de glutamato ensayada. por ello, al
final de cada ensayo, se añadió un patrón de 2 nmoles de glutamato para cuantificar el
glutamato liberado. En algunos ensayos se añadió Tritón X-100 al 0.4% vol/vol para
romper los sinaptosomas y determinar el contenido total de glutamato (Figura 1).
Los datos se recogieron cada segundo y los cálculos del glutamato liberado por
miligramo de proteína, se realizaron en una hoja de cálculo, Lotus 123. La liberación
dependiente de Ca> se calculé restando la liberación obtenida a una concentración de
Ca24 libre de 200 nM de la liberación obtenida a una concentración de CECa de 1.33
mM.
En los ensayos en los que se analizó el efecto del ácido araquidónico en la
liberación de glutamato y con el fin de evitar el efecto inhibitorio que ejercen los
acidos grasos endógenos liberados durante la incubación de los sinaptosomas, éstos se
preincubaron durante 1 hora en un medio Elliots con albúmina de suero bovino (BSA)
libre de ácidos grasos. Seguidamente, la suspensión se recogió y se centrifugó a
12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron en un medio Elliots sin BSA. Una
alícuota de Imí de esta suspensión se transfirió a una cubeta del fluorimetro Y se
procedió al ensayo de liberación anteriormente descrito.
2.3. Determinación del glutamato extrasinaptosomal.
La determinación de la concentración de glutarnato extrasinaptosomal se
realizó como medida de la actividad del transportador de glutamato, para estudiar la
acción de posibles inhibidores de este transportador. Los sinaptosomas se
resuspendieron en medio Elliots sin BSA (0,67mg/ml) y se incubaron en un baño con
agitación a 37<~C. A los dos minutos de la incubación se añadió CECa l,33mM y un
minuto más tarde se añadieron los distintos agentes y se tomaron alicuotas de 250p1s
de la suspensión. A continuación, la suspensión de sinaptosomas se centrifugaron a
12.000 xg durante un minuto, recogiendose los sobrenadantes que se conservaron a -
80~~C para la determinación posterior de la concentración de glutamato.
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Figura 1. Ensayo típico de liberación de glutamato.
El contenido de glutamato se determinó adicionando 5O¡xls de muestra a una
cubeta que contenía 1,2mls de medio Elliots con NADP~ lmM y 60 unidades de
glutamato dehidrogenasa. El incremento de la señal fluorescente se registró durante 2
minutos y se cuantificó por comparación con el incremento producido por un patrón
de 1 nmol de glutamato que se añadió seguidamente. La concentración extracelular de
glutamato se calculó en nmoles de glutamato/mí de muestra.
2.4. Determinación de la concentración intracelular de Ca2# libre.
La concentración intrasinaptosomal de Ca> libre se determinó con la sonda
fluorescente Fura-2 según la técnica de Grynkiewicz y cols (1985). El fura-2 es un
polianión muy hidrofílico que une Ca> específicamente, formándose un complejo
Ca2~-Fura que da lugar a una emisión fluorescente cuyo máximo se registra a una
longitud de onda de 510 nm, produciéndose también un desplazamiento del espectro
de excitación el U.V. que cambia el máximo de 380 a 340 nm. En los ensayos se
utilizó el derivado acetoxi-metilado, fura 2-AM que es lo suficientemente lipofílico
X—100 0.4%
CI
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para atravesar la membrana plasmática y alcanzar el interior celular donde las
esterasas citosólicas rompen el enlace éster y liberan fura-2 que queda atrapado en el
citosol donde actua como sonda fluorescente para la medida de los niveles de Ca>,
tras ser excitado a 340 y 360 nm, y leída su fluorescencia a 510 nm. Como nuestro
equipo de fluorimetría tardaba unos 7 segundos en realizar el cambio de 340 a 360
nm. y nosotros queríamos obtener datos cada 0.5 segundos, la determinación de la
se realizó excitando a una única longitud de onda, 340 nm y realizando
siempre al final de cada ensayo, la calibración.
1 mg de sinaptosomas se resuspendieron en OSmis de medio Elliots pH= 7,4
y se incubaron en un baño con agitación. A los cinco minutos de la preincubación se
añadió CI=Ca1,33mM y fura 2-AM 5$M y la incubación se prosiguió por 30
minutos. Tras la incubación, la suspensión se lavó por centrifugación a 12.000 xg
durante un minuto y se resuspendió en medio Elliots (0,67 mg sinaptosomas/mí). Una
alicuota de 1 ml de esta suspensión se transfirió a una cubeta del fluorímetro Perkin-
Elmer LS-SO ajustado a 340 mm de excitación y 510 nm de emisión, El ensayo se
inició con la adición de CI2Ca 1,33mM y una vez estabilizada la señal, se añadieron
los distintos ligandos según el ensayo a realizar y finalmente, los sinaptosomas se
despolarizaron con 4-AP o KCI.
Para determinar la posible contribución del fura extrasinaptosomal a la señal
fluorescente así como a las señales mínimas y máximas, todos los ensayos se
terminaron con el siguiente protocolo. La contaminación de fura extrasinaptosomal se
estimó por la disminución de la fluorescencia observada tras la adición de EGTA 7,5
mM y TRIS 45 mM, pH=8. En aquellos experimentos en que la disminución de la
señal fue significativa, ésta se restó a todo el registro. La señal de fluorescencia
mínima se obtuvo al romper los sinaptosomas tras la adición del detergente SDS al
0,2% en ausencia de Ca
2~ mientras que la señal de fluorescencia máxima se obtuvo al
añadir un exceso de CIzCa.
Los datos se recogieron con intervalos de 2 segundos y la concentración de
calcio intracelular se calculó con la siguiente fórmula:
Ft - Fmin
[Ca2~J= Kd x
Fmax - Ft
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donde Ft es la fluorescencia a cada tiempo y Fmin y Fmax son las fluorescencias
mínima y máxima, respectivamente. Se utilizó una constante de disociación para el
complejo Ca-Fura, Kd 224 nM según Grynkiewicz y cols. (1985) y los cálculos de la
concentración citoplásmica de Ca> libre se realizaron en una hoja de cálculo, Lotus
123.
2.5. Determinación del potencial de membrana sinaptosomal.
El potencial de membrana plasmática se determinó con la sonda fluorescente
ioduro de 3’,3’ dietil-tio-carbociamida, DiSC2(5) según la técnica descrita por Sims y
cols. (1974). El DiSC2(5) es un catión lipofílico que se acumula en el interior de los
orgánulos cargados negativamente formándose dimeros cuando se alcanza
concentraciones elevadas en el interior celular, con la consiguiente disminución de la
señal fluorescente. La despolarización de la membrana plasmática desencadena su
salida al exterior y un aumento en la emisión fluorescente a una longitud de onda de
680 nm tras ser excitado a 643 nm. Una acumulación excesiva de este indicador
fluorescente en el interior de las mitocondrias, puede inhibir tanto el enzima NADH
deshidrogenasa como el transporte de ADP, afectándose la fosforilación oxidativa con
la consiguiente disminución en los niveles de ATP. Para evitar este problema, los
experimentos se realizaron empleando una baja concentración de I)iSC2(5) (5pM) y
las incubaciones con los sinaptosomas nunca fueron superiores a 5 minutos.
1 mg de sinaptosomas se resuspendieron en medio Elliots con BSA (0,67 mg
proteína/mí) y se incubaron a 370 durante una hora en un baño con agitacion.
Seguidamente, una alícuota de 1 ml se transfirió a una cubeta del fluorímetro Perkin-
Elmer LS-SO ajustado a 643 nm de emisión y 680 nm de emisión, que contenía 5pM
DiSCz(5) y 1,33mM CI2Ca. Una vez estabilizada la señal, se añadieron los distintos
ligandos según el ensayo a realizar. La despolarización de los sinaptosomas con 4AP
ó KCI se registró como un aumento en la señal fluorescente que se expresó en
unidades arbritarias de fluorescencia.
Los datos se recogieron con intervalos de 1 segundo y los cálculos se
realizaron en una hoja de cálculo, Lotus 123.
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2.6. Detenninación de la actividad de la proteína quinasa C.
Los sinaptosomas se resuspendieron en medio Elliots con BSA (0,67 mg
proteína/mí) y se incubaron en un baño termostatizado a 370C con agitación. A los
cinco minutos de incubación se añadió CI
2Ca 1,33mM y un minuto más tarde se
procedió a la adición de los efectores. Se recogieron alicuotas a los tiempos
establecidos (2mg de proteína) y se centrifugaron a 12.000 xg durante 5 minutos. Se
decantó el sobrenadante y los sedimentos se conservaron a -80v.
Para la extracción de la actividad de la proteína quinasa C, los sedimentos de
sinaptosomas se resuspendieron en 0,5 mIs de medio de homogenización ( 20 mM
Pipes, EDTA [mM, EGTA lmM y (3-mercaptoetanol 5 mM, pH =6,6) en presencia
de los inhibidores de proteasas, leupeptina 20 pg/ml, PMSF 1 mM y del detergente
Nonidet P-40 al 0.1 %, que extrae la proteína quinasa C unida a membranas. La
suspensión de sinaptosomas se agitó vigorosamente y se mantuvo en hielo a 4
t>C
durante 30 minutos. A continuación las muestras se diluyeron hasta 2 ml con medio
de homogenización sin Nonidet P-40, agitándose de nuevo, y se centrifugaron a
[45.000 xg durante 30 minutos a 40C. Se recogió el sobrenadante que se utilizó para
la medida de la actividad de la proteína quinasa C.
La actividad de la proteína quinasa C se midió determinando el 321)
incorporado a partir de [ 32P]ATP en la histona I-Ii según el método descrito por Díaz-
Guerra y cols. (1987). Se ensayaron 5 ~xlsde muestra en un volumen final de I7Opls
que contenía Hepes 2OmM (pH= 7,5), acetato magnésico lmM, 13-mercaptoetanol
5mM, histona 5O~¿g, CI
2Ca 0,7mM, 10¡xg de fosfatidílserina y 0,Syg de oleil-
acetilglicerol. La reacción se inició con la adición de [y
32P-ATP] 0,3yCi. La
fosforilación basal se determinó en un medio de composición similar pero en ausencia
de fosfatidilserina y oleil-acetilglicerol que además contenía EGTA 1,77mM en lugar
de CI
2Ca. La reacción se mantuvo durante 20 minutos a 30
0C y se detuvo al adicionar
2 ml de ácido tricloroacético al 5% con ácido fosfórico 1.0 mM a 40• La
radioactividad se recogió sobre filtros de fibra de vidrio GF/C de Whatman, que se
lavaron tres veces con 3 mIs de ácido tricloroacético en una bomba de vacio
Millipore. Finalmente, los filtros se secaron durante 10-20 minutos a 100<>C y su
radioactividad se cuantificó en viales con 2 ml de líquido de centelleo.
La actividad de la PKC se expresó como la diferencia entre la incorporación de
32P en presencia y ausencia de lípidos y calcio, definiendo como unidad de actividad
de PKC como la cantidad de enzima que incorpora un nmol de fosfato en la histona
H
1 por minuto.
La fosfatidilserina y el oleil-acetilglicerol se disolvieron en una mezcla
cloroformo-metanol (19:1) (vol/vol) y se conservaron en stock a ~200 como solución
madre a la concentración de 2mg/ml y 0,8 mg/mí, respectivamente. Para realizar el
ensayo, se tomaron alicuotas y el disolvente se evaporó insuflando N2. Los lípidos se
disolvieron en el medio de incubación (excepto histona) y la disolución se sonicó.
2.7. Efectos del pretratamiento de los sinaptosomas con ésteres de forbol
en la actividad de la proteína quinasa C.
La incubación de los sinaptosomas con altas concentraciones de ésteres de
forbol, produce una rápida disminución de la actividad de la proteína quinasa C,
estimada por la pérdida de su capacidad para fosforilar el sustrato exógeno Histona H1
(Díaz-Guerra y cols. 1.987, Oda y cols. [991). Una posible explicación a esta pérdida
de actividad es su traslocación seguida de la proteolisis de la proteína quinasa C por
proteasas tipo calpainas (Takai y cols. 1977). Por ello, el pretratamiento de los
sinaptosomas con ésteres de forbol se ha utilizado para determinar la influencia de la
pérdida de una gran parte de la actividad de la proteína quinasa C, en la capacidad de
los sinaptosomas para liberar glutamato y así poder establecer en que medida la
proteína quinasa C está involucrada en el proceso.
Los sinaptosomas de resuspendieron en un medio Elliots con BSA (0,67 mg
proteína/mí) y se incubaron en un baño termostatizado a 300 con agitación. A los 5
minutos de la incubación se añadió CI2Ca 1,33 mM y un minuto más tarde PMA 1
1~M. Transcurridos 30 minutos, la incubación se detuvo al colocar los tubos en hielo,
centrifugándose las muestras a continuación a 17.000 xg durante 10 minutos. El
sobrenadante se decantó y los sedimentos se conservaron en hielo a 4
0C. En los
experimentos control, se procedió de la misma manera, pero utilizando el éster de
forbol inactivo 4a-PDD, en lugar de PMA.
A continuación, los sinaptosomas se trataron de acuerdo a dos protocolos
distintos, según que se quisiera determinar la actividad residual de la proteína quinasa
C ó la capacidad de los sinaptosomas para liberar glutamato. En el primer caso, se
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procedió a la extracción de la actividad de la proteína quinasa C total con el
detergente Nonidet P-40 como se describe en el apartado anterior y seguidamente se
determinó la actividad de la proteína quinasa C. En el segundo caso, los sinaptosomas
se resuspendieron en medio Eiliots con BSA, pH= 7,4 (0,67 mg proteína/mí). Se
preincubaron a 370C durante 30 minutos en un baño con agitación y la suspensión se
lavó por centrifugación a 12.000 xg durante un minuto, resuspendiendose en medio
Elliots sin BSA. Una alicuota de 1 ml (0,67 mg proteína/mí) se transfirió a una cubeta
del fluorímetro y se procedió al ensayo de liberación anteriormente descrito en el
apartado 2.2. de Métodos.
2.8. Determinación de diacliglicerol.
La concentración intrasinaptosomal de diacilglicerol se determinó según el
método descrito por Loomis y cols. (1985) que está basado en la producción de ácido
fosfatídico a partir del diacilgilcerol presente en los sinaptosomas en presencia de
IJ’12P1-ATP, según la reacción:
DAG-K
Diacilglicerol +[Y32P]ATP > [32P]-AcidoFosfatídico + ADP
Los sinaptosomas se resuspendieron en medio Elliots sin BSA (0.67mg/ mí) y
se incubaron a 370C en un baño termostatizado. A los 2 minutos se añadio Ci
2Ca
1 ,33mM y 1 minuto más tarde se añadieron los distintos efectores. Se recogieron
alicuotas de 0,Smls a los tiempos establecidos y las reacciones se pararon con 0,Smls
de una mezcla orgánica de cioroformo/metanol (95:5). Las muestras se agitaron
fuertemente y se congelaron a -80
0C. Tras la descongelación y agitación, las muestras
se centrifugaron a 10.000 xg durante 1 minuto a 40C, recogiéndose la fase orgánica
(inferior). El solvente orgánico se evaporó a 700C y el residuo sólido se resuspendió
con 50 ¡tís de medio A (Pipes 5OmM, NaCí IOOmM, 13-mercaptoetanol 5pM , MgCI
5OmM, Nonidet P-40 1% y fosfatidilserina O,2mg/ml, pl-l= 6,8), incubándose a
30~’C durante 5 minutos. La reacción se inició con la adición de 50pis de medio B
(ATP 5OpM, diacilglicerol quinasa 1U, [ -3~P] ATP 0,IpCi y 2Opls de medio
A/ensayo). La reacción continuó durante 60 minutos a 300C con agitación y se paró
con iCOgís de medio C (PCA 5%, ATP lOmM y H
3P04 lmM). El 3W-ácidofosfatidico formado se extrajo mediante agitación vigorosa con 0.7mls de mezcla
orgánica cloroformo-metanol, recogiéndose alícuotas de 500pls de la fase orgánica
<A
(inferior) que contenía la radioactividad. Las muestras se evaporaron a 700C y la
radiactividad se midió con 1 ,Smls de líquido de centelleo.
Paralelamente se preparó una curva patrón desde 0.4 a 1.6pM de
dioctaonilglicerol, procediéndose de la misma manera que con las muestras
problemas. La concentración de dioctanoilgiiceroi se expresó en pmoles/mg de
proteína.
2.9. Determinación de la actividad del enzima láctico deshidrogenasa.
La actividad del enzima láctico deshidrogenasa, LDH se utilizó como un
marcador de la integridad de los sinaptosomas. En estos ensayos se determinó la
salida de LDH sinaptosomal al medio de incubación, como índice de rotura de los
sinaptosomas.
La medida de la actividad láctico deshidrogenasa, enzima marcador de la
fracción citosólica se realizó según la técnica descrita por Lai y col. (1976), midiendo
la disminución de la absorbancia a 340 nm por desaparición de NADH según la
reaccion:
Piruvato + NADH —> Lactato + NAD~
1 mg de sinaptosomas se resuspendieron en medio Elliots con BSA (0,67
mg/mi) y se incubaron a 370 durante una hora en un baño con agitacion.
Seguidamente, la suspensión se recogió y se centrifugó a 12.000 xg durante un minuto
y se resuspendió en un medio Elliots sin BSA y se añadieron el ácido araquidónico a
las concentraciones indicadas. Una alícuota de SOjAs de esta suspensión se transfirió a
una cubeta que contenía tampón fosfato potásico 5OmM pH =7,4 añadiéndose NADH
0,2mM, Triton X-I00 al 0.5% e iniciándose la reacción con la adición de piruvato
1 mM. En el espectrofotómetro se registró la disminución de la absorbancia en función
del tiempo y la actividad enzimática se expresó como % de la actividad total
determinada en presencia de Tritón X-100 al 0.5%, considerando un coeficiente de
extinción (6) para el NADH de 6,22 I0~ M’ cmí.
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2.10. Determinación de los nucleótidos de ATP y ADP.
Los sinaptosomas, en presencia de sustratos oxidables como la glucosa o el
piruvato, mantienen un elevado índice de ATP/ADP en condiciones aeróbicas
(Kauppinen y Nicholis 1986), por ello, el contenido sinaptosomal de ATP y ADP se
utilizó como un marcador de la integridad metabólica de los sinaptosornas durante las
incubaciones en presencia de ácidos grasos. Los niveles de ATP y ADP se
determinaron según el método descrito por Kauppinen y cols. (1986) que está basado
en la siguiente reacción catalizada por la luciferasa:
luciferasa
ATP+ Luciferina+ 02—> Oxiluciferasa+ AMP+ PPi+ C02+ luz
Al añadir una alicuota de la suspensión de sinaptosomas a una mezcla de
luciferasa-luciferina se desarrolla una luminiscencia cuya intensidad es proporcional a
la concentración de ATP. La luminiscencia se midió con un luminómetro LKB
modelo 1250.
1 mg de sinaptosomas se resuspendieron en medio Eliiots con BSA (O,67mg
proteína/mi) y se incubaron durante una hora a 370C. A continuación se centrifugaron
a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0,67mg proteína/mí) en medio
Elliots sin BSA. A una alícuota de lOOpls de la suspensión se añadieron lOOpis de una
mezcla de HCiO
4 LM y EDTA SOmM para precipitar proteínas. Las muestras se
mantuvieron un minuto en hielo y a continuación se centrifugaron a 12.000 xg
durante un minuto. Se recogió el sobrenadante y se neutralizó con una mezcla de
KOH 3M y TEA 1,5M durante 2 minutos a 4
0C. Seguidamente, se centrifugó a
12.000 xg durante un minuto, recogiéndose el sobrenadante para el ensayo de ATP.
El ensayo de ATP se realizó en tubos de luminómetro 2 174-086 de LKB, en
los que se preincubaron S7pls de luciferasa a 250C durante 5 minutos con 143p1s de
un tampón formado por TRIS IOOmM, EDTA 2mM, MgCI=SmM, dithiotreitol 6mM
y KCI 2mM, pH =7,5. Los tubos se introdujeron en el luminómetro obteniéndose la
luminiscencia basal. A continuación se adicionó i0pis de la muestra y se observó un
incremento en la luminiscencia proporcional a la cantidad de ATP en la muestra.
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Con esta técnica, también se determinó la concentración de ADP acoplando la
reacción siguiente:
Fosfoenoipiruvato + ADP —> Piruvato + ATP
Para la determinación del contenido de ADP, en los mismos tubos donde se
realizó el ensayo de ATP se añadió fosfoenoipiruvato 2mM y 2 unidades de piruvato
kinasa, manteniéndose 10 minutos en oscuridad para el desarrollo de la reacción. El
incremento de la luminiscencia observado sobre la lectura anterior a la que se
dererminó el ATP, corresponde a la cantidad de ADP existente en la muestra.
Finalmente, en cada tubo se añadió un patrón interno de 20 pmoles de ATP con el fin
de realizar los cálculos de contenido de ATP y ADP que se expresaron como pmoles
de nucleótido/mg de proteína.
2.11. Determinación de proteínas.
La determinación de proteínas se realizó según el método Biuret (Gornalí y
cois. 1947), utilizando como proteína patrón albúmina de suero bovino a una
concentración de 10 mg/mi. La determinación se realizó según el siguiente esquema:
tubo 1
(blanco)
tubo 2
(patrón)
tubo 3
(sinap.)
Tritón 10% (pl) 200 200 200
Agua (pl) 600 600 600
Biuret (pl) 1200 1200 1200
BSA (pl) 80
Sinap. (pi) 80
Los tubos se agitaron e inmediatamente se midió la absorbancia en un
espectrofotómetro a una longitud de onda de 550 nm. La concentración de proteínas
de la muestra problema se expresó en mg/ml.
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1. Parámetros de la liberación de glutamato en terminaciones sinápticas de
corteza cerebral.
Como ya se ha señalado en la Introducción, la liberación del glutamato
almacenado en las vesículas sinápticas comienza con la elevación en la concentración
citoplásmica de Ca> que tiene lugar tras la despolarización de la membrana
plasmática y la apertura de los canales de Ca> dependientes de voltaje. Por el
contrario, la liberación de glutamato citoplásmico está mediada por la reversión del
transportador de glutamato dependiente de Na~ y K~ de la membrana plasmática.
Esta liberación de glutamato citoplásmico se pone de manifiesto en las
despolarizaciones prolongadas de la membrana plasmática. pero es un proceso
independiente de Ca>. Los sinaptosomas, al carecer de su unión con el axón, no
pueden recibir la señal despolarizante, y por tanto la liberación del neurotransmisor,
hay que inducirla con diversos métodos bioquímicos, como son una alta concentración
de CIK <5 veratridina, que producen una despolarización permanente (Nicholís y Shira
1986. Sánchez-Prieto y cols. 1987 a) o con el bloqueante de canales de Kt 4-
aminopiridina que causa despolarizaciones transitorias (Tibbs y cols. 1989 a). La tabla
1, muestra los parámetros de la liberación de glutamato en sinaptosomas de corteza
cerebral obtenidos con estos tres agentes despolarizantes. La liberación dependiente de
Ca> inducida por 4-aminopiridina lmM y CIK 3OmM fue de 3.10 + 0.18 y 3.27 +
0.25 nmoles¡mg de proteína, respectivamente y representa aproximadamente un 15%
del total de glutamato que se libera tras la rotura de los sinaptosomas con tritón X-
tOO: mientras que la liberación de glutamato dependiente de Ca> inducida por el
activador de canales de Na~ fue ligeramente inferior con valores de 2.40 ±0.27
nmoles/rng de proteína.
El carácter electrogénico del transportador de glutamato de la membrana
plasmática conileva, en condiciones despolarizantes, la reversión de dicho transporte y
la liberación de glutamato citoplásmico. Esta vía de salida del aminoácido es
independiente de Ca>, es decir, se observa en ausencia de Ca> en el medio
extracelular o en presencia de una concentración de Ca> extracelular de 200nM,
como la utilizada en condiciones experimentales. La liberación de glutamato
independiente de Ca> con veratridina fue mayor que con CIK y ésta a su vez mayor
que con 4-aminopiridina. Estos resultados podrían explicarse porque en el caso de
veratridina hay reducción permanente tanto del componente eléctrico como químico
del gradiente electroquímico de Na4. El mayor efecto de CIK en comparación con 4-
aminopiridina se explicaría por la despolarización permanente de CIK frente a la
despolarización transitoria del bloqueante de canales de K~. 4-aminopiridina.
Liberación
Dependiente de Ca>
de Glutamato (nmol/m2)
Total
1.01
Independiente de Ca>
4-AP lmM 3.10 ±0.18 0.69 + 0.27 21.56 +
KCI 3OmM 3.27 + 0.25 1.50 + 0.32 22.01 + 1.05
Ver. 300gM 2.40 + 0.27 2.00 ±0.25 ND
Tabla 1. Parámetros de La liberación de Glutamato en sinaptosomas de corteza cerebral de rata.
Los sinaprosomas purificados por RicoH (0.67mg/ml) se preincubaron a 370 durante una hora en medio
Elliots con BSA (lmg/ml). A continuación ¡ml de esta suspensión se transfirió a una cubeta de
fluorírnetro que contenía NAOP lmM y 50 U de gluraniato deshidrogenasa y la liberación de gluraniaro
se analizó como se describe en Material y Métodos. La secreción se inició por despolarización de los
sínaptosornas con 4-a¡ninopiridina lmM, CIK 3OmM ó veratridina IGOMM y se determinó durante cinco
minutos. La liberación de glutaniato dependiente de Ca> se calculé como la diferencia entre la
secreción obtenida en presencia de CI2Ca l,33mM y la obsen’ada en el medio de incubación en que se
mamuvo la ICa
2±llibre a 200nM. y que se denominé liberación independiente de Ca>. El contenido
total de glutamato se determinó en presencia del detergente tritón X-I00 al 0,4 %. Los resultados son la
media ± SRM de al menos, cinco experimentos independientes. ND. no determinado.
2. La activación de la proteína quinasa C aumenta la liberación de glutamato.
Numerosos estudios bioquímicos e inmunocitoquimicos han demostrado por un
lado la presencia de proteína quinasa C en las terminaciones sinápticas (Girard y cols.
1985) y por otro, se ha observado que la activación de esta quinasa por los ésteres de
forbol potencia la liberación dependiente de Ca> de una gran variedad de
neurotransmisores (Nichois y cols. 1987, Lynch y Bliss 1986. Tanaka y cols. 1986).
La figura 2 demuestra que la activación de la proteína quinasa C presináptica también
aumenta la liberación de glutamato. Así, la adición del éster de forbol 48-PDBu 1pM.
incrementa sustancialmente la liberación de glutamato inducida por una concentración
submáxima de 5OpM de 4-aminopiridina, en un medio con CI
2Ca 1,33mM (figura
2A). Este efecto potenciador de los ésteres de forbol es estereoespecífico ya que no se
observa con el éster de forbol inactivo 4a-PDD (figura 2C). Por el contrario, cuando
los sinaptosomas se someten a una despolarización permanente con CIK IOmM, se
observa sólo un ligero incremento en la liberación de glutamato (figura 2B).
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Figura 2. Los ésteres de forbol potencian la liberación de glutaniato dependiente de Ca2~ inducidapor 4-aminopiridina sin afectar la liberación inducida por KCI. Los sinaptosomas purificados por
Ficolí (0.ó7mgInxl) se preincubaron a 370C durante una hora en medio Elliots con BSA (Img/ml). A
continuación. ¡ml de esta suspensión se utilizó para determinar la liberacién de glutaniato en presencia
de CI
2Ca t,33niM (A,B y C) y en medio de incubación en que se mantuvo la [Ca
2~le,ctLibre a 200nM
(D). Los ésteres de forbol, 413-PDHu y 4a-PDD se añadieron 30 s antes de la despolarización de los
sinaptosonías con 4-aníinopiridina (5OgM) o con KG (lOmM). Los resultados son la media de tres
preparaciones de sinaptosomas.
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El efecto potenciador de la activación de la proteína quinasa C es
mayoritariamente sobre la liberación dependiente de Ca2~, ya que cuando el
experimento mostrado en la figura 2A, se repite pero en presencia de una
concentración extracelular de Ca> libre de 200nM, se observa sólo un efecto
marginal de los ésteres de forbol sobre la liberación citoplásmica de glutamato (figura
2D).
La liberación de glutamato dependiente de Ca> es disparada por un aumento
transitorio de la [Ca>]
011tras la despolarización de la membrana plasmática y apertura
de los canales de Ca
2~ dependientes de voltaje. El objetivo de los siguientes
experimentos fue distinguir si el incremento en la liberación de glutamato inducido
por los ésteres de forbol era debido a un aumento de la sensibilidad de la exocitosis al
Ca>. o si por el contrario, era causado por una alteración de la elevación de la
concentración citoplásmica de Ca2~ intrasinaptosomal inducida por la despolarización
de la membrana plasmática por 4-aminopiridina. La figura 3A muestra que la
elevación de [Ca2~]~
11inducida por 4-aminopiridina 5OpM es de 42.10 ±2.5 nM y
que la adición de 4B-PDBu incrementa la elevación en la [Ca
2~Icitinducida por 4
aminopiridina en un 200% como se observa en la figura 38. Estos resultados indican
que la activación de la proteína quinasa C por los ésteres de forbol aumenta
considerablemente la liberación de glutamato inducida por 4-aminopiridina por un
incremento en la entrada de Ca2~ a través de los canales de Ca> dependientes de
voltaje. Ahora bien, este aumento en la elevación de la [Ca2~Icitpuede ser debido a un
efecto directo de la proteína quinasa C en los canales de Ca> o bien, a una mayor
duración de los potenciales de acción iniciados por 4-aminopiridina, lo que también se
traduciría en una mayor entrada de Ca>, ya que los canales de Ca> acoplados a la
liberación de glutamato no experimentan inactivación por despolarización (McMahon
y Nicholls 1990). Para distinguir entre estas dos posibilidades, se estimó el potencial
de membrana con el indicador fluorescente DisC
2(5). La figura 3C muestra la
despolarización inducida por 4-aminopiridina 5OpM en sinaptosomas control.
observándose en la figura 3D que el éster de forbol, 4B-PDBu aumenta de forma
sustancial la despolarizacion de los sinaptosomas inducida por 4-aminopiridina. Estos
resultados sugieren que el incremento en la liberación de glutamato dependiente de
Ca
2~ observado, tras la activación de la proteína quinasa C con los ésteres de forbol.
es consecuencia de un incremento en la despolarización inducida por 4-aminopiridina
y que podría estar mediada por un alargamiento o un incremento en la frecuencia de
los potenciales de acción inducidos por 4-aminopiridina, lo que a su vez conduciría a
£1
una mayor entrada de Ca> a través de los canales de Ca> dependientes de voltaje y a
un incremento en la liberación de glutamato.
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Figura 3. 48-PDBu incrementa la elevación de la concentración citosólica de Ca2 + libre y la
despolarización inducidos por 4-aminopiridina. En los experimentos en los que se determiné la
concentración intrasinaptosomal de Ca> libre (A y B). los sinaptosomas purificados por Ficolí
(Zmg/ml) se resuspendieron en un medio de incubación Elliots con ESA (lmg/rnl) y se preincubaron
con Fura 2-AM 5gM y CI
1Ca t,33mM durante 30 minutos. A continuación se centrifugaron a 12.000
xg durante un nhinuto y se resuspendieron (0,67mg/ml) en un medio Elliots con ESA ([mg/mí) y se
añadió CI2Ca l,33mM. La concentración intrasinaptosomal de Ca> libre se estimé según se describe
en Material y Métodos. En los experimentos en los que se estimé el potencial de membrana (C y O).
los sinaptosomas purificados por Ficolí (0.67mgIml) se incubaron en medio Elliots en presencia de
ESA (lmg/nil) durante una hora a 37”. Una alícuota de ¡ml de esta suspensión se utilizó para
determinar el potencial de membrana en presencia de DisC2(5) 5/xM y CI2Ca 1 .33mM. El éster de
forbol, 411-PDHu (1KM) se añadió 30 s antes de la despolarización de ¡os sinaprosomas con 4-
aminopiridina, lmM. Los resultados que se muestran son la media de tres experimentos independientes.
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3. Influencia de la albúmina de suero bovino, BSA, en las acciones de los ácidos
grasos endógenos y exógenos sobre la liberación de glutamato.
En los últimos años se ha demostrado que los ácidos grasos poli-insaturados,
principalmente el ácido araquidónico y varios metabolitos formados a partir de la vía
lipooxigenasa. constituyen una nueva clase de segundos mensajeros que podrían
modular la liberación de diversos neurotransmisores (Piomelli y Greengard, 1990).
Ahora bien, los efectos de los ácidos grasos en la liberación de neurotrasmisores no
están bien establecidas. Por un lado, se ha observado que el ácido araquidónico
incrementa la liberación de glutamato inducida por altas concentraciones de CIK
(Lynch y Voss 1990, Freeman y cols. 1991), mientras que en otras publicaciones se
señala que el ácido araquidónico y los metabolitos de éste, inhiben la liberación tanto
de glutamato (Freeman y cols. 1990) como de otros neurotransmisores (Piomelli y
cols. 1987 a, Ehrengruber y Zahler 1991). Por tanto, nos planteamos estudiar el
papel de los ácidos grasos en la liberación de glutamato en los sinaptosomas de
corteza cerebral.
En nuestro grupo de investigación los ensayos de liberación de giutamato se
han realizado de una manera sistemática en un medio de incubación en el que está
presente la albúmina de suero bovino (BSA>, a una concentración de Img/ml. Esta
proteína tiene la capacidad de unirse a los ácidos grasos que se forman por hidrólisis
de los lípidos de Ja membrana durante la incubación de los sinaptosomas,
reduciéndose de esta manera su contenido en forma libre (Rhoads y cols 1983). Por
tanto, el primer planteamiento que nos hicimos fue estudiar los efectos de la presencia
de BSA en la liberación de glutamato para lo cual, los sinaptosomas se incubaron en
ausencia y en presencia de distintas concentraciones de BSA como se muestra en la
figura 4.
La liberación de glutamato inducida por 4-aminopiridina lmM en presencia de
CI2Ca 1 ,33mM disminuye a medida que se reduce la concentración de BSA en el
medio de incubación con valores de 4.05 + 0.12, 3.08 ±0.10 y 2.25 + 0.08
nmoles/mg de proteína según la concentración de BSA es de 1, 0.1 ó O mg/mi,
respectivamente, figuras 4A, B y C. La adición de ácido araquidónico exógeno a
concentraciones superiores a la capacidad de unión de ácidos grasos libres de la
albúmina de suero bovino también reduce la liberación de glutamato inducida por 4-
aminopiridina lmM, aunque la magnitud de esta reducción depende de la presencia o
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Figura 4. Los ácidos grasos endógenos y el ácido araquidónico exógeno inhiben la liberación de
glutamato inducida por 4-andnopiridina. Los sinaptosomas purificados por Ficolí (0,67mg/ml) se
resuspendieron en medio Etliots con las concentraciones de ESA indicadas y se incubaron durante una
hora a 37”C. A continuación, [ml de esta suspensión se utilizaron para determinar la liberación de
glutamato en presencia de CI2Ca l,33mM (A,B y C) y en medio de incubación en el que se mantuvo la
[Ca
2~lext libre en 200nM (O. E y F). En A. B y C, el ácido araquidónico (AA) se añadió 60 s antes de
la despolarización de los sinaptosomas con 4-aminopiridina (¡mM>. O, E y E muestran los efectos del
ácido araquidónico, en la liberación basal de glutamato en sinaptosomas polarizados. Los resultados que
se muestran son la media de tres experimentos independientes.
BSA lmg/ml
150pM AA
No BSA
2OpM AA
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no de USA en el medio de incubación, es decir, de que exista o no una inhibición
previa por los ácidos grasos endógenos (figuras 4A, U y C). Las acciones inhibidoras
tanto de los ácidos grasos endógenos como del ácido araquidónico exógeno tienen
lugar sobre el componente dependiente de Ca> porque en un medio con una
concentración de Ca> libre de 200nM, ni los ácidos grasos endógenos ni las
concentraciones de ácido araquidónico que reducen la liberación total de glutamato.
afectan la liberación basal de glutamato que se observa en sinaptosomas polarizados,
figuras 4D, E y E. Ahora bien, concentraciones superiores de ácido araquidónico
provocan la salida de glutamato citoplásmico, debido a un efecto detergente sobre los
sínaptosomas como se discutirá más adelante. Estos resultados indican, al mismo
tiempo. que para las distintas concentraciones de USA existe un estrecho margen de
concentraciones de ácido araquidónico para producir, bien una inhibición de la
liberación de glutamato, bien un efecto detergente.
A diferencia de la sensibilidad a la albúmina de suero bovino, USA de la
liberación de glutamato inducida por 4-aminopiridina que acabamos de describir, la
liberación de glutamato inducida por CIK no se vió afectada cuando se eliminó el USA
del medio de incubación, figuras SA y U. Estos resultados sugieren que la acción
inhibitoria de los ácidos grasos está relacionada con el mecanismo de despolarización
utilizado.
Puesto que el efecto inhibidor de los ácidos grasos en la liberación de
glutamato es sobre el componente dependiente de Ca>, el siguiente objetivo fue
estudiar si los ácidos grasos endógenos podían alterar la elevación de la ICa2~I~ú
inducida por 4-aminopiridina. Las figuras 6A y C muestran que las elevaciones de la
[Ca2~]~~~inducidas por 4-aminopiridina lmM y KCI 3OmM con USA ~mg¡ml fueron
de 110.20 + 5.2 y 95.4 ±6.34 nM, respectivamente. Sin embargo, la incubación de
los sinaptosomas en un medio sin BSA, produce una reducción de la [Ca2~Ici inducida
por 4-aminopiridina de un 65% sin afectar a la e’levación en la ICa2~1~~
1 inducida por
CIK. Por tanto, la inhibición por los ácidos grasos endógenos de la liberación de
glutamato está mediada por una reducción en la elevación de [Ca
2~]~~~inducida por la
despolarización con 4-aminopiridina.
En conjunto, estos resultados sugieren, por un lado que la presencia de la
albúmina de suero bovino, USA, en el medio de incubación es necesaria para estudiar
el efecto modulatorio de los ácidos grasos en la liberación de glutamato con el fin de
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Figura 5. Los ácidos grasos endógenos no afectan a la liberación de glutamato inducida por KCI
3OmM. Los sinaptosomas purificados por RicoH (0,67mg/ml) se preincubaron a 37”C durante una
hora en medio Elliots en presencia de [mg/ml de ESA (A) o en ausencia de BSA (E). A continuación
Imí de estas suspensiones se utilizaron para determinar la liberación de glutarnato en presencia de
CI’Ca 1,33 mM tras la despolarización de los sinaptosomas con KCI 30 mM. Los resultados son la
media de tres experimentos independientes.
prevenir la acción de los ácidos grasos endógenos liberados durante la incubación de
los sinaptosomas, y en segundo lugar, que los ácidos grasos inhiben selectivamente la
liberación de glutamato dependiente de Ca> inducida por 4-aminopiridina sin afectar
la estimulada por CIK.
Los experimentos de la figura 4 sugieren que los ácidos grasos endógenos
liberados durante la incubación de los sinaptosomas inhiben la liberación de glutamato
inducida por 4-aminopiridina. Los ácidos grasos mayoritarios de los lípidos de las
membranas sinápticas son los ácidos palmítico, esteárico, oleico y araquidónico
(Rhoads y cols. 1983). Así pues, con el objeto de averiguar qué ácidos grasos
endógenos son los responsables de la acción inhibidora, estudiamos el efecto de
diferentes ácidos grasos que fueron añadidos a concentraciones conocidas. Ahora
bien, con el fin de impedir las acciones de los ácidos grasos endógenos, que podrían
enmascarar la acción de los ácidos grasos exógenos, diseñamos un protocolo de
BSA (lmg/mIJ No OSA
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Figura 6. Efecto de los acidos grasos endógenos en el incremento de la concentración citosólica de
Ca2~ libre inducida por 4-aniinopiridina lmM y por KCI 3OmM. Los sinaptosomas purificados por
Ficoil (2mg/ml) se resuspendieron en medio de incubación Elliots en presencia de ESA (lmg/ml) <A y
C) y en ausencia de BSA (E y O) y se preincubaron con Pura 2-AM 5pM y CI2Ca 1,33mM durante 30
minutos. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron
(0,67mg/mi) en medio de incubación Elliots con las concentraciones de ESA antes indicadas. Imí de las
suspensiones se utilizaron para determinar la [Ca2~Jcit libre en presencia de CI
2Ca l,33mM. Los
sinaptosomas se despolarizaron con 4-aniinopiridina lmM ó con KCI 3OmM. La lCa
2~lcit se determinó
egún e describ en M terial y Métodos. Los resultad s son la media de tres experimentos
independientes.
incubación de los sinaptosomas en presencia de BSA lmg/ml, seguido del lavado por
centrifugación y resuspensión en medio Elliots sin USA. Este protocolo se ha seguido
en todos los experimentos en que se ha estudiado los efectos de los ácidos grasos
exógenos sobre los distintos parámetros sinaptosomales.
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>1
No BSA
4—AP
1 mM 4—AP
ESA (1 mg/mI)
4— 3OmM KCI
No BSA
~— 3OmM KCI
En la tabla 2, se muestra que todos los ácidos grasos en mayor o en menor
medida, inhiben la liberación de glutamato dependiente de Ca> inducida por 4-
aminopiridina, sin modificar de manera significativa la liberación de glutamato
independiente de Ca2~. El ácido graso que presentó mayor efecto inhibidor fue el
ácido araquidónico seguido de los ácidos oleico y palmítico con una inhibición
aproximada del 60%, 50% y 40%, respectivamente.
Liberación de Glutamato (nmol/m2)
DeDendiente de Ca> Independiente de Ca>
Control 2.86 + 0.22 1.09 + 0.10
A. Araquidónico 1.23 + 0.10 1.07 + 0.12
A. Araquidico 2.40 + 0.31 1.12 + 0.13
A. Caprílico 2.41 + 0.26 1.09 + 0.07
A. Elaídico 2.21 + 0.23 1.10 + 0.12
A. Esteárico 2.08 + 0.30 1.11 + 0.09
A. Linoleico 2.10 ±0.23 1.10 + 0.11
A. Mirístico 2.06 + 0.26 1.13 + 0.08
A. Oleico 1.57 + 0.24 1.10 + 0.11
A. Palmítico 1.87 + 0.22 1.12 + 0.08
Tabla 2. Efecto de diferentes ácidos grasos en la liberación de glutamatn dependiente e
independiente de Ca> inducidas por 4-a¡ninopiridina. Los sinaptosomas purificados por Ficolí
(0,67mg/nil) se preincubaron en medio Elliots con ESA (lmg/ml) a 37”C durante 1 hora. A
continuación se centrifugaron a 12.000 xg y se resuspendieron (0,67mg/ml) en medio Elliots sin ESA.
[ml de esta suspensión se utilizó para determinar la liberación de glutainato. La liberación dependiente
de Ca> se estimó como la diferencia entre la secreción obtenida en los 5 minutos siguientes a la
despolarización en presencia de CI
2Ca 1.33 mM y la observada en un medio de incubación en que se
mantuvo la lCa
2±lexrlibre a 200 nM, deno inándose esta última. liberación independiente de Ca>,
Los ácidos grasos (5pM) se añadieron 60 s antes de la despolarización de los sinaptosomas por 4-
inninopiridina. lmM. Los resultados son la media ±SEM de tres experimentos independientes.
ti’?
4. Caracterización de la inhibición de la liberación de glutamato dependiente de
Ca2~, por ácido araquidónico.
4.1. Curva concentración-respuesta.
Los experimentos que se describen a continuación se realizaron con ácido
araquidónico por su mayor efecto inhibidor sobre la liberación de glutamato.
La figura 7 muestra el efecto inhibidor de distintas concentraciones de ácido
araquidónico (0. l-IOMM) en la liberación de glutamato dependiente de Ca> inducida
por 4-aminopiridina. La máxima acción inhibidora, entre el 50-60% se observó con
concentraciones entre l-lOgM de ácido araquidónico. Por ello, los experimentos en
los que se analizó el mecanismo de la acción inhibidora se utilizaron concentraciones
de este rango. Es importante señalar que siguiendo este protocolo de incubaciones en
presencia de USA, lavado e incubación posterior en ausencia de USA, concentraciones
superiores 30-5OgM tienen un efecto detergente, afectando a la liberación
citoplásrnica de glutamato como se verá en el apartado siguiente.
4.2. Efecto detergente de concentraciones altas de ácido araquidénico en
los sinaptosomas.
Los experimentos realizados en presencia de una concentración libre de Ca>
de 200nM, han demostrado que concentraciones elevadas de ácido araquidónico
incrementan la liberación de glutamato citoplásmico, tanto en sinaptosomas
polarizados como en sinaptosomas despolarizados con 4-aminopiridina ó CIK (datos
no mostrados). Puesto que estos efectos podrían ser debidos a un posible efecto de las
altas concentraciones de ácido araquidónico sobre la integridad de la preparación
sinaptosomal, quisimos comprobar esta posibilidad determinando una serie de
parámetros como la liberación basal de glutamato, la aparición de actividad del
enzima láctico deshidrogenasa (LDH) en el medio de incubación o la pérdida del
indicador de Ca> fura 2-AM acumulado en los sinaptosomas.
En las figuras SA y U, se pone de manifiesto que el ácido araquidónico a la
concentración IOgM (b) no modifica la liberación basal de glutamato citoplásmico. ni
provoca la apárición de actividad LDH sinaptosomal en el medio de incubación en
comparación con los sinaptosomas control (a) que han sido tratados de la misma
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Figura 7. Curva dosis-respuesta de la inhibición de la liberación de glutaniato dependiente de
Ca2~ inducida por 4-aniinopiridina por ácido araquidónico. Los sinaptosomas purificados por ticolí(0,67zng/rnl) se resuspendieron en medio Elliots con BSA (lmg/ml) y se incubaron durante una hora a
370C. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron
(0.67mg/nil) en medio Elliots sin BSA. Imí de esta suspensión se utilizó para determinar la liberación
de glutarnato. La liberación de glnzmna¡o dependiente de Ca> se determiné como la diferencia entre la
secreción obtenida durante 5 minutos de despolarización en presencia de CI
2Ca 1 .33mM y la observada
en medio de incubacién en el que se mantuvo la lCaZ#lext Libre a 200nM. Las diferentes
concentraciones de ácido araquidónico (AA) se añadieron 60 s antes de Ja despolarización de los
sinaptosornas con 4-aninopiridina lmM. La liberación de glutamato control (100%) se corresponde
3.15 ±timoles glutamato/mg de proteína. Los resultados son la media de tres experimentos diferentes.
manera pero en ausencia de ácido araquidónico. Sin embargo, la adición a los
sinaptosomas de ácido araquidónico 50$M (c) coníleva un aumento en la salida de
glutamato citosólico, que está asociado a la aparición de hasta un 30% de la actividad
total de la LDH sinaptosomal en el medio de incubación.
El efecto de altas concentraciones de ácido araquidónico sobre la integridad de
la preparación sinaptosomal se pone también de manifiesto en los ensayos con el
indicador fluorescente de Ca
2~, fura 2-AM. La figura 8C (a) muestra un ensayo típico
con fura-2 donde se puede observar que la adición de Ca> 1 ,33mM a los
sínaptosomas produce un ligero aumento en la señal fluorescente consecuencia,
seguramente, de [a acumulación de Ca2~ en los sinaptosomas. A continuación, la
señal se estabiliza y !a adición de 4-aminopiridina ImM seguida de CIK 3OmM
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Figura 8. Efecto de una elevada concentración de ácido araquidónico sobre la liberación
citoplásnilca de glutamato, la liberación de láctico deshidrogenasa y la concentración citosólica de
[Ca2~]. En los experimentos en los que se determinó la liberación basal de glutainato (A). los
sinaptosomas purificados por Ficoil (0,67mg/ml) se preincubaron en medio Elliots con BSA (lmg/ml) a
37”C durante una hora. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg y se resuspendieron (0,67mg/rnl)
en medio Elliots sin ESA y la liberación de glutamato se determinó en medio con CI
2Ca l,33mM, en
ausencia (a) y en presencia de ácido araquidónico 2pM (b) y 5OgM (c). En la determinación de la
actividad de láctico deshidrogenasa (E), los sinaptosomas purificados por Ficolí se trataron como se
indicó anteriormente y una alícuota de SOpís se utilizó para determinar la actividad enziniática en
ausencia (a) y en presencia de ácido araquidónico, 2pM (b) y 5OpM (c). La actividad de LDH se
expresó como % de la actividad total determinada en presencia del detergente tritón X-l00 al 0,5%.
Para la determinación de la [Ca
2~l
0~1libre (C) los sinaptosomas purificados por Ficolí (2níg/ml) se
resuspendieron en medio Elliots con ESA (lmg/ml) y se preincubaron con Fura 2-AM 5pM y CI2Ca
1 ,33mM durante 30 minutos. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se
resuspendieron (0,67mg/ml) en medio Elliots sin BSA y se añadió CI2Ca 1 .33mM, calculándose la
lCa
2~ bit libre como se describe en Material y Métodos. Los resultados que se muestran son la media
de tres experimentos diferentes.
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produce sendos incrementos en la señal como consecuencia de la despolarización
inducida por estos agentes. La adición subsiguiente de Tris-ECTA produce una caída
instantanea de la señal fluorescente que es debida a la quelación del Ca>
extrasinaptosomal y que nosotros tenemos como indice de fura extrasinaptosomal,
seguida de una caída más lenta debida posiblemente a la salida de Ca> de los
sinaptosomas. En los experimentos con ácido araquidónico 2MM que se muestran en la
figura 8C (b) no se observa ningún efecto en la señal fluorescente salvo una reducción
en el incremento inducido por la despolarización de los sinaptosomas por 4-
aminopiridina. Sin embargo, concentraciones más elevadas de este ácido graso 5OgM,
figura 8C (c) provocan un aumento progresivo en la señal fluorescente con pérdida
total o parcial de la respuesta a las adiciones de 4-aminopiridina y CIK,
respectivamente. Además, la adición de Tris/EGTA produce ahora una caída de la
señal fluorescente tres veces mayor a la encontrada en los experimentos a y b
indicativa de una mayor presencia de fura-2 extrasinaptosomal como consecuencia de
la pérdida de integridad de los sinaptosomas.
A la vista de estos resultados se puede concluir que deben emplearse
concentraciones de ácido araquidónico no superiores a [OMMpara evitar alteraciones
de la integridad de la preparación sinaptosomal y que puede dificultar la intepretación
correcta de los resultados.
4.3. Mecanismo de la inhibición por el ácido araquidónico de la liberación
de glutarnato.
La figura 9 muestra, que al igual que en el caso de los ácidos grasos
endógenos, el ácido araquidónico exógeno (5MM) inhibe la liberación de glutamato
cuando los sinaptosomas se despolarizan con 4-aminopiridina (figura 9k), sin afectar
la liberación iniciada por la despolarización con CIK 3OmM (figura 9B). En este caso
además, el ácido araquidónico tampoco altera la liberación inducida por la activación
permanente de los canales de Na~, con veratridina (figura 9C). Hay que señalar, que
en presencia de veratridina se produce una disminución rápida de la concentración
intrasinaptosomal de ATP, por estimulación de la bomba de Na~ como consecuencia
del aumento en la concentración de Na~ citoplásmico (MeMahon y Nicholís, 1990).
Puesto que esta disminución de la concentración de ATP podría inhibir la exocitosis
de glutamato que tiene una fuerte dependencia de energía (Sánchez-Prieto y cols.
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Figura 9. El ácido araquidóníco inhibe la liberación de glutamato inducida por 4-aminopiridina
sin afectar a la secreción de glutamato inducida por KCI y por veratridina. Los sinaptosomas
purificados por Ficolí (0,67mg/ml) se resuspendieron en medio Elliots con BSA (lmg/mi) y se
incubaron a 37” durante una hora. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se
resuspendieron (0,67mg/ml) en medio Elliots sin BSA. lml de esta suspensión se utilizó para
determinar la liberación de glutamato en presencia de CízCa I,33mM. El ácido araquidónico AA (5pM)
se añadió 60 s antes de la despolarización de los sinaptosomas con 4-aniinopiridina lmM (A), KCI 30
mM (B) ó con veratridina 100 gM en este último caso, en presencia de 300 gM ouabaina (C). Los
resultados que se muestran son la media de tres preparaciones de sinaptosomas.
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Control
5pM AA
1987 a), en los experimentos de veratridina, se añadió el inhibidor de la bomba de
Na~, ouabaina. para prevenir una posible deplección energética.
La liberación de glutamato vesicular por exocitosis requiere el mantenimiento
de un cociente ATP/ADP intrasinaptosomal alto. Así, se ha desmostrado que el
tratamiento con inhibidores metabólicos que reducen la concentración
intrasinaptosomal de ATP, reducen parcial o totalmente, si la caída energética es
severa, la liberación de glutamato dependiente de Ca> (Sánchez-Prieto y cols. 1987
a, Sánchez-Prieto y González 1988). Así mismo, hay que señalar que los ácidos
grasos insaturados desacoplan la fosforilación oxidativa mitocondrial. reduciendo los
niveles de ATP. Una reducción de los niveles de ATP, no parece ser la causa de la
inhibición por el ácido araquidónico de la liberación de glutamato, ya que este efecto
inhibidor solo se observa con 4-aminopiridina pero no con CIK ó veratridina. No
obstante, para descartar esta posibilidad, se determinaron los niveles
intrasinaptosomales de ATP y ADP en presencia de este ácido graso. En la tabla 3 se
muestra que efectivamente el ácido araquidónico a la concentración de 10pM no altera
los niveles de ATP intrasinaptosomales, ahora bien, concentraciones más elevadas,
3OgM, produce una caída rápida de los niveles de ATP, con el consiguiente
incremento en las concentraciones de ADP. Estos datos proporcionan, por tanto, una
razón más para evitar concentraciones de ácido araquidónico superiores a 10pM en los
experimentos con sinaptosomas.
Con el fin de profundizar en el mecanismo de la acción inhibidora del ácido
araquidónico en la liberación de glutamato dependiente de Ca>, se procedió a
determinar los cambios en la concentración intrasinaptosomal de Ca> libre. La figura
lOA muestra que la inhibición por el ácido araquidónico de la liberación de glutamato
inducida por 4-aminopiridina se puede explicar por la reducción en la elevación de la
[Ca2~J~~1.En cambio, la falta de efecto del ácido araquidónico en la liberación de
glutamato inducida por CIK se corresponde también con la ausencia de efecto alguno
en la concentración intrasinaptosomal de Ca> como se muestra en la figura 108.
La 4-aminopiridina y CIK liberan glutamato del mismo compartimento
intrasinaptosomal, pero sus mecanismos de acción son diferentes. CIK induce una
despolarización permanente de la membrana plasmática, que activa los canales de
Ca
2~ operados por voltaje, pero que es resistente al bloqueante de los canales de Na~
nmol/ mg de proteína
ATP ADP
Control
60s 1.42 + 0.09 0.28 + 0.06
120s 1.40 +0.10 0.31 ±0.04
360s 1.43 ±0.05 0.32 + 0.02
AA 10pM
60s 1.40+0.05 0.32±0.10
120s 1.43 + 0.04 0.33 ±0.08
360s 1.46 + 0.03 0.36 ±0.03
AA 3OpM
60s 1.38 + 0.06 0.47 + 0.05
120s 1.06 ±0.08 0.73 + 0.07
360 s 0.82 + 0.09 0.96 + 0.09
Tabla 3. Efecto del ácido araquidónico sobre el contenido de ATP y ADP de los sinaptosomas. Los
sinaptosomas purificados por Ficolí (O,67mg/ml) se resuspendieron en medio Elliots con ESA (lnig/ml)
y se incubaron durante una hora a 37”C. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un
minuto y se resuspendieron (0,67mg/ml) en medio Elliots sin ESA, al que se añadió CI2Ca 1 33mM y
ácido araquidónico (AA) a las concentraciones indicadas, recogiéndose alícuotas (IGOMIs) para la
determinación del contenido de ATP y ADP a distintos tiempos tras la adición del ácido araquidónico.
Los resultados son la media ±SEM (nmnol/mg de proteína) de dos experimentos diferentes.
tetrodotoxina. Por el contrario, la 4-aminopiridina produce despolarizaciones
transitorias, que activan los canales de Ca
2~, con participación también de canales de
Na~. como lo demuestra su sensibilidad a tetrodotoxina, y de canales transitorios de
K~. Una posible explicación de la acción selectiva de ácido araquidónico sobre la
liberación de glutamato inducida por 4-aminopiridina, sería que el control de la
liberación de glutamato ejercido por el ácido araquidónico está basado en la
modulación de canales transitorios, observables solo bajo un régimen de
despolarizaciones repetitivas como el inducido por 4-aminopiridina, y no con la
despolarización permanente de CIK. Así, el ácido araquidónico podría modificar los
canales iónicos que controlan la duración o la frecuencia de los potenciales de acción
individuales. Para investigar esta posibilidad, se estimaron los potenciales de
membrana con el indicador fluorescente DisC
2(5). En la figura 1OC se muestra que el
ácido araquidónico reduce la despolarización inducida por 4-aminopiridina en toda la
población de terminales sinápticos, lo que en una terminación sináptica única se
podría traducir en una reducción en la duración o en la frecuencia de los potenciales
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de acción iniciados por 4-aminopiridina. Por el contrario, el ácido araquidónico no
modificó la despolarización inducida por CIK (figura LOD).
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Figura 10. El ácido araquidónico reduce la elevación de la concentración citoplásinica de Ca2 +libre y la despolarización de la membrana inducidos por 4-aminopiridina, pero no por KG. En los
experimentos en los que se determina la [Ca2±]c¡t (A y E), los sinaptosomas purificados por Ficolí se
resuspendieron (2mg/mi) en medio Elliots con ESA (lmg/ml) y se preincubaron con Fura 2-AM 5pM y
CI
2Ca l ,33mM durante 30 minutos. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y
se resuspendieron (0,6/mg/mI) en un medio Elliots sin ESA y se añadió CI2Ca 1 33mM. La
concentración intrasinaptosomal de Ca> libre se determinó según se describe en Material y Métodos.
En los experimentos en los que se determinó el potencial de membrana (C y D), los sinaptosomas
purificados por Ficolí (0,67mg/ml) se preincubaron en medio Elliots con ESA (lmg/ml) a 3/” durante
1 hora. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg y se resuspendieron (0,67mg/ml) en medio Elliots
sin ESA en presencia de CI2Ca t,33mM y el indicador fluorescente DisC2(5) 5$M. El potencial de
membrana se estimó según se describe en Material y Métodos. El ácido araquidónico (AA> se añadió 60
s antes de la despolarización de los sinaptosomas con 4-aminopiridina (A y C) ó con ¡(Cl 3OmM (B y
D>. Los resultados son la media de al menos tres preparaciones de sinaptosomas diferentes.
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El tetraetilamonio, TEA, es un bloqueante, aunque no específico, de los
canales de K~ que están implicados en la repolarización y por tanto, en la
terminación de los potenciales de acción (Bartschat y Blaustein 1985). Esta inhibición
de canales de K~ por la alquilamina conlíeva un aumento en la duración de los
potenciales de acción con el consiguiente incremento en la entrada de Ca> y en la
liberación de neurotransmisores. Puesto que los efectos de tetraetilamonio parecen ser
opuestos a los del ácido araquidónico, decidimos estudiar la posible reversión por
tetraetilamonio de las acciones inhibidoras del ácido araquidónico, para lo cual,
analizamos en primer lugar los efectos de tetraetilamonio en los sinaptosomas en
ausencia de ácido araquidónico. La adición de tetraetilamonio lOmM no tiene efecto
alguno sobre la liberación de glutamato, ni sobre la concentración citoplásmica de
Ca>. ni tampoco modifica la respuesta inducida en estos parámetros por una
concentración elevada de 4-aminopiridina, lmM (figuras 1 lA y C). Sin embargo, el
tetraetilamonio aumenta sustancialmente la liberación de glutamato y la elevación en
la concentración citoplásmica de Ca2~ inducida por una concentración submáxima de
4-aminopiridina SOpM. figuras 1IU y D.
La figura 12 muestra que el tetraetilamonio es capaz de revertir las acciones
inhibidoras del ácido araquidónico en la despolarización, en la elevación de la
concentración citosólica de Ca> y en la liberación de glutamato inducida por 4-
amínopiridina (figuras 12B, D y F en comparación con A, C y E). Estos resultados
sugieren que el ácido araquidónico y el tetraetilamonio podrían tener efectos opuestos
sobre los canales de K’ implicados en el control de la duración de los potenciales de
acción inducidos por 4-aminopiridina.
4.4. La acción inhibidora del ácido araquidónico en la liberación de
glutamato es independiente de la activación de la proteína quinasa C.
Recientemente se ha demostrado que algunos isoenzimas de la proteína quinasa
C son activados por los ácidos grasos poli-insaturados como el ácido araquidónico
(Shearman y cols. 1991). Por otro lado, existen también numerosos datos que
demuestran que la proteína quinasa C modula las funciones neuronales a través de
cambios en la permeabilidad iónica de las membranas (Murakami y Routtenberg
1989). Los experimentos que se detallan a continuación fueron diseñados para
determinar si la inhibición de la exocitosis de glutamato por el ácido araquidónico
estaba mediada por la activación de la proteína quinasa C. En estos experimentos se
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Figura 11. Efecto de tetraetilanionio (TEA) sobre la liberación de glutamato y sobre el incremento
en la concentración citoplásmica de Ca2~libre inducidos por 4-aminopiridina. En los experimentosde liberación de glutamato (A y E) los sinaptosomas purificados por Ficolí (0,6/mg/mí) se
resuspendieron en medio Ellíots con BSA (Img/ml) y se incubaron durante una hora a 37”C. A
continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0,67mg/ml> en
medio Elliots sin ESA. Imí de esta suspensión se utilizó para determinar la liberación de glutamato en
presencia de CI
2Ca t,33mM. En los experimentos en los que se determinó la lCa
2~1cit (C y O) los
sinaptosomas purificados por Ficolí (2mg/ml> se resuspendieron en medio Elliots con ESA (lmg/ml) y
se preincubaron con Fina 2-AM St¿M y CI
2Ca l,33mM durante 30 minutos. A continuación, se
centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0,67mg/mi) en medio Elliots sin
ESA añadiéndose CI2Ca l,33mM. El tetraetilamonio (TEA) (lOmM) se adicionó 60 s antes de la
despolarización de los sinaptosoma.s con 4-aminopiridina, ¡mM (A y C) o 5OMM (8 y D). Los
resultados son la media de tres experimentos independientes.
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Figura 12. Tetraetilamonio reviene los efectos inhibitorios del ácido araquidónico sobre la
despolarización, el incremento en la concentración citoplás¡nica de Cal±libre y la liberación de
glutamato inducidos por 4-a¡ninopiridina. En los experimentos en los que se detenninó el potencial
de membrana (A y E), los sinaptosomas purificados por Ficolí (0,67mg/ml) se resuspendieron en medio
Elliots con ESA ([mg/mi) y se incubaron durante una hora a 37”C. A continuación se centrifugaron a
12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0,6/mg/mí) en medio Elliors sin ESA, en presencia
de CI2Ca l.33mM y el indicador fluorescente DisC2(5) 5gM. En los experimentos en los que se
determiné la lCa
2*lcú libre ((7 y Oj), los sinaptosomas purificados por Ficoil (2mg/ml) se
resuspendieron en medio Elliots con ESA (lmg/ml) y se preincubaron con Fura 2-AM 5pM y CI2Ca
1 .33mM durante 30 minutos. A continuación, se centrifugaron a 12.000 xg y se resuspendieron
(0,67mg/ml) en medio Elliots sin ESA y se añadió CI
2Ca 1 ,33mM. En los experimentos de liberación
de glutamato (E y F) los sinaptosomas purificados por Ficolí (0,67mg/ml> se resuspendieron en medio
Elliots con ESA (lmg/ml) y se incubaron a 37”C durante una hora. A continuación, se centrifugaron a
12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0,67mg/ml) en medio Elliots sin ESA. Imí de esta
suspensión se utilizó para determinar la liberación de glutamato en presencia de CI2Ca l,33mM. El
tetraetilarnonio (TEA) ([OmM) y el ácido araquidónico (AA) (5pM> se añadieron 60 5 y 30 s antes de la
despolarización de los sinaptosomas con 4-aminopiridina ¡mM. Los resultados son la media de tres
experimentos independientes.
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utilizó como control positivo de un efecto mediado por la proteína quinasa C. la
potenciación de la liberación de glutamato por el éster de forbol 43-PDBu.
En una primera serie de experimentos, los sinaptosomas se preincubaron con
altas concentraciones de ésteres de forbol. Este tratamiento produce una rápida
disminución de la actividad fosforilante de la proteína quinasa C sobre histona H1,
debido a la traslocación de la proteína quinasa del citosol a las membranas seguido de
la degradación proteolitica por proteasas del tipo de las calpainas. La figura 13
muestra los efectos sobre la actividad de la proteína quinasa C sinaptosomal tras el
pretratamiento con altas concentraciones de ésteres de forbol. La actividad de la
proteíua quinasa C se determinó por su capacidad de fosforilación del sustrato
exógeno Histona H1 en presencia de Ca> y de los fosfolípidos. fosfatidilserina y
oleil-acetilglicerol. También se determinó la actividad quinasa independiente de Ca>
y fosfolípidos. como índice de formación de proteína quinasa M. por degradación
proteolítica de la proteína quinasa C.
La figura 13 muestra que en las alícuotas tomadas 1 y 30 minutos después del
ratamiento de los sinaptosomas por el éster de forbol 48-PDBu, se obtuvo una
reducción de la actividad de proteína quinasa C dependiente de Ca> y fosfolipidos de
un 50 y un 85%, respectivamente. Al mismo tiempo se detecto un incremento
transitorio de la actividad independiente de Ca> y fosfolípidos, que se redujo
notablemente en las muestras tomadas a los 30 minutos. Estos cambios en la actividad
de la proteína quinasa C no se observaron ni en los sinaptosomas control ni en los
tratados con el forbol inactivo, 4a-PDD.
En la figuras 14A y B se muestra que la preincubación de los sinaptosomas con
PMA 1pM no modifica la liberación de glutamato dependiente de Ca> inducida por
4-aminopiridina, pero tampoco previene el efecto inhibidor del ácido araquidónico.
Sin embargo, la eliminación de parte de la actividad de la proteína quinasa C, por
preincubación con ésteres de forbol, eliminó el efecto potenciador de 48-PDBu sobre
la liberación de glutamato (figuras 14C y D).
Puesto que el tratamiento con ésteres de forbol no elimina totalmente la
actividad de la proteína quinasa C, podría ser que la actividad residual de este enzima
fuera responsable de la acción inhibidora del ácido araquidónico sobre la secreción de
glutamato. Por ello, en una segunda serie de experimentos, se utilizó el inhibidor de
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proteínas quinasas, estaurosporina (Linden y Routtenberg 1989, Yanihara y cols..
1991), que es capaz de interaccionar con el dominio regulador de dichas quinasas
(Wolf y Baggiolini 1988). En la figura 15 se muestra que la estaurosporina a la
concentración utilizada carece de efecto sobre la liberación control de glutamato,
figura 15B, aunque, es capaz de prevenir la potenciación de la exocitosis de glutamato
inducida por 48-PDBu, figura 15C y D. Sin embargo, el efecto inhibidor de! ácido
araquidónico sobre la liberación de glutamato dependiente de Ca> fué resistente al
inhibidor de proteína quinasas, figura ISA y 8.
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Figura 13. Disminución de la actividad de la proteína quinasa C dependiente de Ca2~ yfosfolípidos por preincubación de los sinaptosomas con ésteres de forbol. Los sinaptosomas
purificados por Ficolí se resuspendieron (0,67 mg/mi) en medio Elliots con ESA (lmg/ml) y se
incubaron a 37”C. A los 5 minutos se añadió CI
2Ca 1,33 mM y un minuto más tarde se añadieron los
ésteres de forbol 413-PDBu o 4a-PDD a la conceniTación 1pM. Transcurridos 1 y 30 minutos de la
adición de los ésteres de forbol, se extrajeron alícuotas (2mg/ml), que se colocaron cii hielo y se
centrifugaron a 12.000 xg durante 10 minutos. El control se trató de la misma manera pero en ausencia
de ésteres de forbol. A continuación, la actividad de la proteína quinasa (7 se determiné en los
sedimentos resultantes, extrayéndola con el detergente Nonidet 0,5 % como se indica en Material y
Métodos. La actividad de la proteína quinasa (7 se determiné en presencia y ausencia de Ca> y
fosfolípidos. Los resultados que se muestran son las medias ± SEM de tres preparaciones de
sínaptosomas.
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Figura 14. El pretratamiento de los sinaptosomas con ésteres de forbol elimina el efecto
potenciador de 48-PDBu sobre la liberación de glutamato pero no el efecto inhibidor del ácido
araquidónico. Los sinaptosomas purificados por Ficolí, control (A y (7) se resuspendieron (0,67
mg/mí) en medio Elliots con ESA (¡mg/mí) y se preincubaron a 37”C durante una hora. Otra
suspensión de sinaptosomas se trató con PMA 1pM (E y D), y se continuó la incubación durante otros
30 minutos. Seguidamente, tanto los sinaptosomas control como los tratados previamente con PMA. se
centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0,67 mg/mí) en medio Elliots sin
ESA, utilizándose Imí de la suspensión para determinar la liberación de glutamato en presencia de
CI2Ca l.33 mM. El ácido araquidónico (AA) (5pM) y el éster de forbol. 4B-PDBu (1pM) se
adicionaron 60 s y 30 s respectivamente, antes de la despolarización de los sinaptosomas con 4-
aminopiridina lmM o 5OpM. Los resultados son la media de tres experimentos independientes.
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Figura 15. Estaurosporina anula la estimulación inducida por 48-PDBu sobre la exocitosis de
glutaniato pero no el efecto inhibidor del ácido araquidónico. Los sinaptosomas purificados por
Ficolí, control (A y (7) se resuspendieron (0,67 mg/mI) en medio Elliots con ESA (¡mg/mí) y se
incubaron durante una hora a 37”C. Otra serie de sinaptosomas, a los 30 minutos de la incubación, se
trataron con estaurosporina, St (lOOnM) (B y D) y se continué la incubación por otros 30 minutos. A
continuación, tanto los sinaptosomas control como los tratados son estaurosporina se centrifugaron a
12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0,67 mg/mI) en un medio Elliots sin ESA.
utilizándose ¡ml de la suspensión para determinar la liberación de glutamato en presencia de CI2Ca
1.33 mM. El ácido araquidónico (AA) (SgM) y el éster de forbol, 413-PDEu (lgM) se añadieron 60 s y
30 s antes de la despolarización de los sinaptosomas con 4-aminopiridina ¡mM o 5OpM. Los resultados
son niedias de tres experimentos independientes.
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Una forma alternativa y probablemente más directa de estudiar la posible
implicación de la proteína quinasa C en la acción inhibidora del ácido araquidónico en
la exocitosis de glutamato es emplear el derivado esterificado, metilaraquidonato, que
es mucho menos eficaz que el ácido araquidónico como activador de la proteína
quinasa C (Murakami y Routtenberg 1985). En la figura 16 se muestra que el
metilaraquidonato posee una potencia inhibidora de la liberación de glutamato
dependiente de Ca~ similar a la del ácido araquidónico, a pesar de no ser un activador
eficaz de la proteína quinasa C.
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Figura 16. Metilaraquidonato inhibe la liberación de glutaniato inducida por 4-aminopiridina.
Los sinaptosomas purificados por Ficolí se resuspendieron (0,67 mg/mI) en medio Etliots con BSA
(lmg/ml) y se incubaron durante una hora a 37”C. A continuación, se centrifugaron a 12.000 xg
durante un minuto y se resuspendieron (0,67 mg/mI) en medio Elliots sin BSA. utilizándose [ml de la
suspensión para determinar la liberación de glutamato en presencia de CI2Ca 1,33 mM. El ácido
araquidónico AA. (5pM) y metilaraquidonato, MAA (5pM) se adicionaron 60 s antes de la
despolarización de los sinaptosomas con 4-aniinopiridina [mM. Los resultados son medias de tres
experimentos diferentes.
En su conjunto, todos estos resultados sugieren que la acción inhibidora del
ácido araquidónico sobre la exocitosis de glutamato es independiente de la activación
de la proteína quinasa C.
4.5. Persistencia de la acción inhibidora del ácido
presencia de inhibidores del metabolismo del ácido graso.
araquidónico
Los ácidos grasos poIl-insaturados son rápidamente metabolizados a productos
oxigenados por distintos sistemas enzimáticos como la ciclooxigenasa, lipooxigenasa y
en
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monooxigenasa (Shimizu y Wolfe 1990). Se ha sugerido que varios de estos
metabolitos como el 12(s)HETE y el 12-HPETE, que se forman por las vías 5 y 12
lipooxigenasa, respectivamente, y no el ácido graso en sí, serían los responsables de
los efectos moduladores de la liberación de neurotransmisores (Piomelli y Greengard
1990, Freeman y cols. 1991).
Con el fin de obtener imformación acerca de si es el ácido araquidónico y/o
sus metabolitos los responsables de la acción inhibidora observada, se realizaron una
serie de experimentos para determinar el tiempo de latencia entre la adición del ácido
araquidónico y la aparición del efecto inhibidor, para lo cual alteramos la secuencia de
las adiciones utilizadas en el experimento de liberación, despolarizando los
sinaptosomas primero y añadiendo a continuación el ácido araquidónico. En la figura
17 se observa una rápida acción inhibidora del ácido araquidónico, que está
probablemente en el límite de resolución de nuestro ensayo fluorimétrico que es de un
segundo. Ahora bien, este método no permite descartar que los efectos sean debidos
a metabolitos del ácido araquidónico, puesto que la formación de los derivados
oxigenados de ácido araquidónico, es también extremadamente rápida.
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Figura 17. Rápida inhibición por el ácido araquidónico de la liberación de glutaniato inducida por
4-a¡ninopiridina. Los sinaptosonias purificados por Ficolí (O,67mg/mI) se resuspendieron en medio
Elliots con ESA (lmg/mi) y se preincubaron durante una hora a 37O(7~ A continuación se centrifugaron
a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0,67mg/mI) en medio Elliots sin ESA. [ml de la
suspensión se utilizó para determinar la Liberación de glutamato en presencia de CI2Ca 1,33 mM. El
ácido araquidónico. AA, se adicionó 30 s después de la despolarización de los sinaptosonlas con 4-
aminopiridina, [mM. Los resultados que se muestran son la media de tres experimentos diferentes.
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En otra serie de experimentos los sinaptosomas fueron incubados con
indometacina (5pM) y ácido nordihidroguayarético (NDGA) (10pM), que son
inhibidores de los sistemas enzimáticos de cicloxigenasa y de lipoxigenasa,
respectivamente. De los datos presentados en la figura 18 se deduce, en primer lugar.
que la incubación de los sinaptosomas con indometacina y NDGA no modifica la
secreción de glutamato inducida por 4-aminopiridina, y en segundo lugar, que en
presencia de estos inhibidores persiste la reducción de la exocitosis de glutamato
inducida por el ácido araquidónico. Estos resultados podrían indicar que los
metabolitos del ácido araquidónico formados por las vías ciclooxigenasa y
lipooxigenasa no están implicados en la acción inhibidora del ácido graso.
4.6. Efecto del ácido araquidónico en la concentración extrasinaptosomal
de glutamato.
El transportador de glutamato utiliza el gradiente electroquímico de Na~ para
mantener un enorme gradiente de concentración entre el citoplasma y el medio
extracelular. Recientemente se ha descrito que el ácido araquidónico y/o sus
metabolitos inhiben el transportador de glutamato en los terminales sinápticos y
células gliales (Rhoads y cols. 1983. Barbour y cols. 1990, Volterra y cols. 1992).
incrementando los niveles extracelulares de glutamato. Por ello, decidimos estudiar si
el ácido araquidónico tenía algún efecto sobre la concentración extrasinaptosomal de
glutamato como indicador de la actividad del transportador.
La figura 19 muestra que los sinaptosomas polarizados de corteza cerebral de
rata mantienen una concentración extrasinaptosomal de glutamato [gluJ~~1de 2.92 +
0.49 pM y que tras dos minutos de incubación con ácido araquidónico 10pM, no se
observó cambio alguno en la [glu]ea. La adición de BSA (l6pM) produjo en cambio
una ligera reducción. Estos resultados indican que el ácido araquidónico a las
concentraciones empleadas en nuestro ensayo no altera la capacidad de transporte de
glutamato y si lo hacen, esta acción no se traduce en un cambio en la concentración
extrasinaptosomal de glutamato.
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Figura 18. Indometacina y el ácido nordihidroguayarético (NDGA) no previenen el efecto
inhibitorio del ácido araquidónico. Los sinaptosomas purificados por Ficolí (0,67 mg/mI) se
resuspendieron en medio de incubación Elliots y se preincubaron durante una hora a 37O(7~ En otras
series de sinaptosomas, transcurridos 30 y 50 minutos de incubación, se adicionó indometacina
(5gM)(E) y NDGA (l0~M)(C). respectivamente, y la incubación conrinuó hasta los 60 minutos. A
continuación tanto [os sinaptosomas control como los tratados con indometacina y NDGA se
centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0,67mg/ml) en medio Elliots sin
BSA. utilizándose fmi de esta suspensión para determinar la liberación de glutamato en presencia de
CI2Ca 1,33 mM. El ácido araquidónico AA (5gM) se añadió 60 s antes de la despolarización de los
sinaptosomas con 4-aminopiridina, lmM. Los resultados que se muestran son la media de tres
experimentos diferentes.
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Figura 19. Efecto del ácido araquidénico y de la albúmina de suero bovino libre de ácidos grasos
(ESA) en la concentración extrasinaptosomal de glutamato. La fracción P2 sinaptosomal
(O,ó7nig/ml) se resuspendió en medio Elliots sin ESA en presencia de Cl2Ca 1,33 mM. Después de 5
minutos de incubación se recogió alicuotas de 250pls para determinar la lglul~xt como se describe en
Malerial y Métodos. El ácido araquidónico (2gM) se añadió a los 10 minutos de iniciar las incubación,
recogiéndose una alícuota 2 minutos más tarde. Finalmente, se añadió ESA (lmg/ml) a los 15 minutos,
recogiéndose de nuevo alícuotas 2 minutos más tarde. Los resultados que se muestran son la media ±
SEM de cuatro preparaciones de sinaptosomas.
5. Activación sinergística de la proteína quinasa C: efectos en la liberación de
glutainato.
En los resultados hasta ahora descritos hemos demostrado que la proteína
quinasa C de las terminaciones sinápticas forma parte de una vía de transducción de
señales que facilita la liberación de glutamato. La publicación de una serie de trabajos
sobre la activación de algunas isoformas de proteína quinasa C por el ácido
araquidónico (Shearman y cols. 1991 b, Murakami y Routtenberg 1985), junto con el
papel de mensajero intercelular propuesto para este ácido graso y sus metabolitos, nos
hizo pensar que el ácido araquidónico podría ser la señal extracelular que activaría la
vía dependiente de la proteína quinasa C. Sin embargo, los resultados mostrados en
las secciones anteriores demuestran que el ácido araquidónico, lejos de producir los
mismos efectos que la activación de la proteína C con los ésteres de forbol. inhibe la
liberación de glutamato por un mecanismo que parece ser independiente de la
activación de la proteína quinasa C. Mientras realizábamos estos estudios se
publicaron por el grupo de Nishizuka una serie de trabajos mostrando la acción
sínergística de ciertos ácidos grasos insaturados con el diacilglicerol o los ésteres de
forbol en la activación de la proteína quinasa C (Shinomura y cols. 1991). Por ello, el
Control 2pM AA +BSA
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siguiente objetivo que nos propusimos fué la posible acción sinergística de los ésteres
de forbol y del ácido araquidónico sobre la exocitosis de glutamato.
La figura 20 muestra que la adición de ácido araquidónico (2pM) inhibe la
exocitosis de glutamato inducida por 4-aminopiridina. Así mismo, se observa que la
adición de bajas concentraciones del éster de forbol 4B-PDBu (1-SOnM) no tienen
efecto alguno sobre la liberación de glutamato y que altas concentraciones de 413-
PDBu (SOOnM) producen una débil estimulación (15%) de la secreción de glutamato
dependiente de Ca> inducida por 4-aminopiridina ImM. Ahora bien, en presencia de
ácido araquidónico. la sensibilidad de la liberación de glutamato a la estimulación por
los ésteres de forbol aumentó, observándose que bajas concentraciones de 413-PDBu
estimulan fuertemente (230%) la exocitosis de glutamato.
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Figura 20. Potenciación de la liberación de glutamato por bajas concentraciones de ésteres de
forbol en presencia de ácido araquidónico. Los sinaptosomas de la fracción P2 (0,67 mg/lml) se
resuspendieron en medio Elíiots con ESA (¡mg/mi) y se incubaron durante 1 hora a 37
0C. A
continuación se centrifugaron a 12.000 xg y se resuspendieron (0,67mg/ml) en medio Elíiots sin ESA.
1 ml de la suspensión se utilizó para determinar la liberación de glutamato. La liberación de glutamato
dependiente de Ca> se determinó como la diferencia entre la secreción obtenida en los 5 minutos
siguientes a la despolarización en presencia de CI2Ca 1,33mM y en un medio con una [Ca2+lcxí de
200nM. El ácido araquidónico AA (2
4M) y el éster de forbol, 43-PBBu, se añadieron 30 y 60 s antes
de la despolarización de los sinaptosomas con 4-aminopiridina ImM. Los resultados son la media ±
SEM de tres preparaciones de sinaptosomas. La significación estadística de las diferencias se calculó
con el test de la t de student ** p<O.OI; *p<O.O5; NS (no significativo).
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Resultados similares se observaron cuando en lugar del éster de forbol, 413-
PDBu, se utilizó el 1 ,3-di(cis)-9-octadecanoíl-glicerol. (1,3-dioleina) un diacilglicerol
que también activa la proteína quinasa C. En la tabla 4 se muestra cómo el ácido
araquidónico incrementa la sensibilidad de la exocitosis de glutamato a la potenciación
por 1 .3-dioleina. de la misma manera que concentraciones bajas de 1 ,3-dioleina, que
carecen de efecto alguno sobre la liberación de glutamato, potencian la secreción de
glutamato inducida por 4-aminopiridina lmM, en presencia de ácido araquidónico.
Liberación de glutamato
(-AA)
dependiente de Ca> (nmol¡mQ)
(+)AA
Control 3.10 ±0.20 1.90 ±0.15
Dioleina 0.2pM 2.85 ±0.25 2.20 ±0.20
Dioleina 0.5~xM 3.00 ±0.12 3.10 ±0.22
Dioleina 5pM 3.33 ±0.20 3.90 ±0.10
Dioleina 2OpM 3.65 ±0.21 4.50 ±0.20
Tabla 4. El ácido araquidónico incrementa la sensibilidad de la liberación de glutamato
dependiente de Ca2~ a la potenciación por dioleina. Los sinaptosomas de la fracción P2 (0,67nig/n:l)
se resuspendieron en medio Elíiots con ESA (lnig/mI) y se incubaron durante una hora a 370(7 A
continuación, se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0,67mg/ml) en
medio Elliots sin ESA, utilizándose Imí dc esta suspensión para determinar la liberación de glutamato.
La liberación de glutamato dependiente de Ca> se determinó como la diferencia entre la secreción
obtenida en los 5 minutos siguientes a la despolarización en presencia de CI2Ca 1,33mM y en un medio
con una [Ca
2~l~~tlibre de 200nM. El ácido araquidónico, AA, (2pM) y la dioleina se añadieron 30 y
60 s antes de la despolarización de los sinaptosomas con 4-aminopiridina [mM. Los resultados son la
media ±SEM de tres preparaciones de sinaptosomas.
Con el fin de determinar si el incremento en la exocitosis de glutamato
obervado en presencia de ácido araquidónico y 413-PDBu estaba mediado por la
activación de la proteína quinasa C. se llevaron a cabo tres tipos de experimentos
diferentes que se muestran en la figura 21. En primer lugar, los sinaptosomas se
preincubaron durante 30 minutos en presencia del inhibidor de proteínas quinasas,
estaurosporina a la concentración de lOOnM, observándose que este inhibidor anula la
potenciación de la liberación de glutamato observada en presencia de ácido
ql
araquidónico y 4B-PDBu 5OnM. En una segunda serie de experimentos, los
sinaptosomas se preincubaron con el ester de forbol PMA 1pM durante 30 minutos
con el fin de eliminar, aunque no totalmente, la actividad de la proteína quinasa C.
Este tratamiento también impidió la potenciación de la secreción de glutamato por
ambos lípidos. Finalmente, se utilizó el metilaraquidonato en lugar de ácido
araquidónico porque los ésteres de los ácidos grasos no son capaces de activar la
proteína quinasa C, obteniéndose en este caso también una pérdida del efecto
potenciador sobre la liberación de glutamato. Todos estos resultados sugieren que la
potenciación de la exocitosis de glutamato por el ácido araquidónico y 48-PDBu
estaría mediada por la activación sinergística de la proteína quinasa C por ambos
lípidos.
Con el fin de establecer el mecanismo por el cual la activación de la proteína
quinasa C por el ácido araquidónico y 4B-PDBu potencia la liberación de glutamato,
se determinaron tanto la elevación de la concentración citoplásmica de Ca> como el
potencial de membrana plasmática. En la figura 22A y E se muestra la elevación en la
lCa2~Ic¡ y la despolarización de la membrana plasmática inducida por 4-
aminopiridina. La adición de ácido araquidónico reduce la elevación de tCa2~Icit y la
despolarización de la membrana inducida por 4-aminopiridina. figuras 22B y E,
rn[entras que por otro lado, la adición de 413-PDBu (500nM) afecta, sólo ligeramente,
a ambos parámetros, figuras 22C y G, respectivamente. Ahora bien, la aplicación de
ambos lípidos induce un aumento sustancial en la elevación [Ca2~1~~
1y en la
despolarización de la membrana plasmática inducidos por 4-aminopiridina (figuras
22D y H). Por tanto, estos resultados sugieren que el incremento en la liberación de
glutamato dependiente de Ca
2~ que se observa tras la activación sinergística de la
proteína quinasa C por el ácido araquidónico y 4B-PDBu, podría estar mediado por un
alargamiento en la duración de los potenciales de acción inducidos por 4-
amínopiridina y por una mayor entrada de Ca>.
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Figura 21. La potenciación de la liberación de glutaniato por el ester de forbol y el ácido
araquidénico es dependiente de la activación de la proteína quinasa C. Les sinaptosomas de la
fracción P2 (0.67mg/ml) se resuspendieron en medio Elliots con BSA (lmg/ml) y se preincubaron
durante una hora a 37O(7~ Otra serie de sinaptosomas se trataron a los 30 minutos de la incubación con
estaurosporina (St) (l0OnM) o con PMA (l~M) continuandose las incubaciones por otros 30 minutos.
Finalmente, las suspensiones se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron
(0,67mg/xnl) en medio Elíiots sin BSA. utilizándose 1 ml de las suspensiones para determinar la
liberación de glutarnato. La liberación de glutamato dependiente de Ca> se determinó como la
diferencia entre la secreción obtenida tras 5 minutos después de despolarización en presencia de CI2Ca
l,33mM y en un medio con una lCa
2~1~~t libre de 200nM. El ácido araquidónico, AA (2~M) o el
metilaraquidonato. MAA (2pM) y el éster de forbol, 4l3-PDBu se añadieron 30 y 60 s antes de la
despolarización de los sinaptosonias con 4-aminopiridina lmM. Los resultados son la media ±SEM de
tres preparaciones de sinaptosomas. La significación estadística de las diferencias se calculó con el test
de la t de srudent ** p<O.OI; * p <0.05; NS (no significativo).
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Figura 22. Efecto de los ésteres de forbol y el ácido araquidónico sobre el incremento en la
concentración citosólica de Ca
2~ libre y sobre la despolarización inducida por 4-aminopidirina.
En los experimentos en los que se determinó la lCa2~l
0~r libre (A-D), los sinaptosomas de la fracción
P2 (2mg/ml) se resuspendieron en medio Elliots con ESA (Img/ml) y se preincubaron con Pura 2-AM
5~M y CI2Ca 1,33mM durante 30 minutos. A continuación, se centrifugaron a 12.000 xg durante un
minuto y se resuspendieron <0,67mg/ml) en medio B1liots sin ESA y con CIta 1 ,33mM. Para la
determinación del potencial de membrana, (E-H), los sinaptosomas de la fracción P2 (0,6/mg/mí) se
resuspendieron en medio Elliots con ESA ([mg/mí) y se preincubaron durante una hora a 37W. A
continuación, se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0.6/mg/mi) en
medio Elliots sin BSA, en presencia de CI2Ca 1,33mM y el indicador fluorescence DisC2(5) 5$M. El
ácido araquidónico, AA (2pM) y el éster de forbol. 413-PDBu se adicionaron 30 y 60 s antes de la
despolarización de los sinaptosomas con 4-aminopiridina lmM. Los resultados que se muestran son la
media de tres experimentos independientes.
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6. Un receptor metabotrópico de glutamato facilita la liberación de glutamato.
Como se ha descrito de forma detallada en la sección 3.2 de la Introducción,
una de las vías de activación de la proteína quinasa C mejor caracterizada es la de
hidrólisis de los fosfatidílinositoles por la activación de ciertos receptores por sus
ligandos específicos. Aunque la activación de este mecanismo de transducción de
señales está bien establecido a nivel postsináptico, existen muy pocas evidencias de su
existencia a nivel presináptico.
En los últimos años, se ha descrito la existencia de un receptor de glutamato,
denominado metabotrópico, que está acoplado a proteinas G y a la activación de
fosfolipasa C. Como resultado de la activación de este receptor se hidrolizan los
fosfatidílinositoles, y se genera IP3 y diacilglicerol como segundos mensajeros. El
siguiente objetivo fué estudiar la posible existencia en los terminaciones sinápticas de
un receptor metabotrópico de glutamato que acoplado al metabolismo de
fosfoinositoles. generase diacilglicerol y activara la proteína quinasa C, potenciando la
exocitosis de glutamato.
El (IS,3R)ACPD es el agonista más selectivo del receptor metabotrópico de
glutamato (Palmer y cols. 1989). En la figura 23A se muestra que la adición de
(lS,3R)ACPD 100pM no tiene efecto alguno sobre la liberación de glutamato
dependiente de Ca>. Sin embargo. en presencia de ácido araquidónico 2pM,
(IS.3R)ACPD estimula fuertemente la liberación de glutamato inducida por 4-AP,
figura 238. Por otra parte, el isómero (IR,3S)ACPD que es menos activo que el
(1S,3R)ACPD, no potencia la exocitosis de glutamato ni en ausencia ni en presencia
de ácido araquidónico. En un medio con una concentración extracelular de Ca> libre
de 200nM, (1S,3R)ACPD no modificó la liberación de glutamato inducida por 4-
aminopiridina 50pM (resultados no mostrados).
La potenciación de la liberación de glutamato por (IS,3R)ACPD en presencia
de ácido araquidónico es dependiente de la concentración, como se observa en la
figura 24. Concentraciones de (IS,3R)ACPD en el rango 1-lOOgM estimulan
fuertemente la liberación de glutamato con un valor de EQ0 de 1 x [06 M.
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Figura 23. El agonista metabotrópico (1S,3R)ACPD incrementa la liberación de glutamato
inducida por 4-aminopiridina, en presencia de ácido araquidónico. Los sinaptosomas de la fracción
P=(0,67mg/ml) se resuspendieron en medio Elliots con ESA (lmg/mI) y se preincubaron a 370 C
durante 1 hora. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron
(0.67mg/nil) en medio Elliots sin ESA, utilizándose 1 ml de esta suspensión para determinar la
liberación de glutaniato. La liberación de glutamato dependiente de Ca2~ se determinó como la
diferencia entre la secreción obtenida en los 5 minutos siguientes a la despolarización en presencia de
CI
2Ca l,33mM yen un medio que contenía una [Ca
2~l~~~de 200nM. Los agonistas (IS,3R)ACPD y el
([R,3S)ACPD se añadieron 60 s antes de la despolarización de los sinaptosomas con 4-aminopiridina
5OgM, en ausencia (A) o en presencia (B) de ácido araquidónico (AA) 2$M. Los resultados que se
muestran son la media de tres experimentos diferentes.
6.1. Caracterización farmacológica.
Tras el hallazgo de que el agonista metabotrópico (1S,3R)ACPD facilita la
liberación de glutamato en presencia de ácido araquidónico, el primer objetivo
consistió en determinar si los efectos de este agonista eran debidos a la activación de
un receptor metabotrópico. Para ello se diseñaron una serie de experimentos de
farmacología que se describen a continuación. En primer lugar, se observó que otros
agonistas del receptor metabotrópico como ibotenato y quisqualato también facilitan la
liberación de glutamato. Así mismo, la potenciación de glutamato por (lS,3R)ACPD
no fue abolida en presencia de los antagonistas selectivos de los receptores de
glutamato del tipo ionotrópico, AP5 y CNQX (Davies y cols. 1981, Honoré y cols.
1987), como se observa en la figura 25.
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Figura 24. Curva concentración-respuesta de (1S,3R)ACPD en la liberación de glutamato
dependiente de Ca2~ inducida por 4-anúnopiridina. Los sinaptosomas de la fracción P
2 (O,67mg/ml)
se resuspendieron en medio Ellios con ESA (Img/mI) y se incubaron a 37W durante una hora. A
continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (O,67mg/ml) en
medio Elliots sin ESA. lml de esta suspensión se utilizó para determinar la liberación de glutamato. La
liberación de glutamato dependiente de Ca
24 se determino por la diferencia ent e la secreción obtenid
en los 5 minutos siguientes a la despolarización en presencia de CI
2Ca l.33mM y en un medio con una
lCa
2~I~~t libre de 200nM. El agonista (IS 3R)ACPD. a diferentes concentraciones y el ácido
araquidónico. AA (4tM) se afladieron 60 s y 30 s respectivamente, antes de la despolarización de los
sinaptosomas con 4-aminopiridina (5OMM). La liberación de gtutaniato dependiente de Ca> control, en
ausencia del agonista, C y en presencia de AA (100%) corresponde 1 20 + O II nnioles/níg de
proteína. Los resultados son la media de tres experimentos independientes.
Por otro lado, el antagonista no competitivo de los receptores metabotrópicos
acoplados a la hidrólisis de fosfatidilinostiles, L-AP3, a la concentración de 10pM
inhibió totalmente la estimulación de la exocitosis de glutamato inducida por
(1S,3R)ACPD, figura 25. Este antagonista ha de ser utilizado con precaución ya que
a concentraciones superiores 100pM. incrementa la liberación de glutamato
citoplésmico que tiene lugar en ausencia de Ca24 extracelular (figura 26). Finalmente,
este receptor metabotrópico parece estar acoplado a una fosfolipasa C por medio de
una proteína G, sensible a la toxina pertusis (Nicoletti y cols. 1988, Schoepp y cols.
1990)) ya que el pretratamiento de los sinaptosomas con dicha toxina durante 2 horas,
bloquea totalmente la potenciacion de la exocitosis por (1S,3R)ACPD, figura 25.
Todos estos resultados sugieren que el receptor de glutamato, presente en los
terminaciones sinápticas de corteza cerebral de rata, exhibe las características típicas
de un receptor metabotrópico.
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Figura 25. Caracterización farmacológica y bioquímica de la potenciación de la liberación de
glutaniato por (1S,3R)ACPD. Los sinaptosomas de la fracción P2 (0,67mg/ml) se resuspendieron en
medio Elliots con ESA (lmg/ml) y se preincubaron durante una hora a 37W. A continuación, se
centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (O.67mg/ml) en medio Elliots sin
ESA, utilizándose [ml de esta suspensión para determinar la liberación de glutamato. La liberación de
gluramato dependiente de Ca> se determinó como la diferencia entre la secreción obtenida tras 5
minutos de despolarización en presencia de CI2Ca 1,33mM y en un medio con una [Ca
2*lexí libre de
OOnM. En todos los experimentos (incluido el control), el ácido araquidónico. AA, 2gM se añadió 30
s antes de la despolarización de los sinaptosomas con 4-andnopiridina 50~M. Los antagonistas de
receptores de glutamato, CNQX (5PM), APS (l00~M) y L-AP3 (lOgM) se añadieron dos minutos
antes de la despolarización de Los sinaptosomas. Los agonistas (IS, 3R>ACPD (tOOMM). ibotenato
(l00~M) y quisqualato (IOOMM) se adicionaron un minuto antes de inducir la despolarización. En los
expenmentos con toxina pertúsica. (PTX), los sinaptosomas se preincubaron durante dos horas con
PTX (1,5 gg/mg proteína). En los experimentos en los que los sinaptosomas se preincubaron bien con
estaurosporina (St) lOOnM o con el éster de forbol PMA 1pM se precedió como se describe en la
leyenda de las figuras 14 y 15. Les resultados son la media ± SEM de tres preparaciones
independientes de sinaptosomas.
La figura 25 muestra también que diversos tratamientos de los sinaptosomas,
bien con una alta concentración de PMA (1pM) para eliminar una gran parte de la
actividad de la proteína quinasa C, bien, con el inhibidor de proteínas quinasas
estaurosporina, eliminan la potenciación de la liberación de glutamato dependiente de
Ca2~ inducidas por (LS,3R)ACPD y el ácido araquidónico.
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Figura 26. El antagonista del receptor metabotrópico L-AP3 aumenta la liberación basal de
glutamato. Los sinaptosomas de la fracción P2 (O,67mg/ml) se resuspendieron en medio Elliots con
ESA (1 mg/mí) y se incubaron durante una hora a 37W. [ml de esta suspensión se utilizó para
determinar la liberación de glutamato en un medio con una lCa
2#lexr de 200nM. El antagonista del
receptor metabotrópico. L-AP3, (10pM ó 100pM) se añadió a los sinaptosomas polarizados y la
liberación de glutaniato se determinó durante 5 minutos, comparándose con un control en ausencia de
L-AP3. Los resultados son la media dedos experimentos independientes.
6.2. Papel del ácido araquidónico en la facilitación de la liberación de
glutainato por el receptor metabotrópico.
Como se ha mostrado en la figura 23, la simple activación del receptor
metabotrópico por (1S,3R)ACPD no es suficiente para la potenciación de la exocitosis
de glutamato inducida por 4-aminopiridina, a menos que esté presente el ácido
araquidónico. Este hecho podría explicarse por la baja sensibilidad de la liberación de
glutamato al diacilglicerol, el activador fisiológico de la proteína quinasa C, lo que a
su vez estaría de acuerdo con los resultados obtenidos en el apartado 5, donde hemos
demostrado la necesidad de una activación sinergística de la proteína quinasa C por
los ésteres de forbol y el ácido araquidónico para una liberación óptima de glutamato.
Para comprobar ésto, Los sinaptosomas se incubaron con concentraciones crecientes de
413-PDBu, en presencia o ausencia de ácido araquidónico, determinándose los efectos
en la liberación de glutamato dependiente de Ca2~. En la figura 27 se pone de
manifiesto la necesidad de altas concentraciones de 415-PDBu {O.5-I,OpM) para
potenciar la liberacion de glutamato dependiente de Ca>. En cambio, en presencia de
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ácido araquidónico. concentraciones de 413-PDBu (10-5OnM), que no tenían efecto
alguno sobre la exocitosis de glutamato, estimulan ahora fuertemente la liberación del
neurotransmisor. La sustitución de ácido araquidónico por metilaraquidonato, que es
menos eficaz que el ácido graso para activar la proteína quinasa C, anula la capacidad
del éster de forbol para potenciar la exocitosis de glutamato.
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Figura 27. El ácido araquidónico incrementa la sensibilidad de la liberación de giutanrnto al ester
de forbol, 48-PDBu. Les sinaptosomas de la fracción P2 (0.67 mg/mi) se resuspendieron en medio
Elliots con ESA (lmg/mi) y se incubaron durante 1 hora a 37W. A continuación se centrifugaron a
12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron (0,67mg/mi) en medio Elliots sin ESA. [ml de esta
suspensión se utilizó para determinar la liberación de glutamato. La liberación de glutamato
dependiente de Ca
2+ se determinó como la diferencia entre la secreción obtenida tras 5 minutos de
spolarización en presencia de CI
2Ca 1,33mM y en un medio con un [Ca>] libre de 200nM. El ¿ster
de forbol, 4B-PDEu, a diferentes concentraciones y el ácido araquidónico. AA (2gM) o el
metilaraquidonato, MALA (2PM) se añadieron 60 s y 30 s respectivamente, antes de la despolarización
de ]os sinaptosomas con 4-anrinopiridina (SOpM). Los resultados que se muestran son la media de [res
experimentos independientes.
Todos estos resultados sugieren que la potenciación de la exocitosis de
glutamato por (1S.3R)ACPD en presencia de ácido araquidónico estaría mediada por
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una activación sinergística de la proteína quinasa C por el ácido graso y el
diacilglicerol generado tras la estimulación del receptor metabotrópico. Por tanto, la
proteína quinasa C sería la proteína clave del mecanismo facilitador de la liberación
de glutamato y el ácido araquidónico desempeñaría el papel de sensibilizador de este
mecanismo de transducción de señales.
6.3. Mecanismo de la potenciación de la liberación de glutamato por el
receptor metabotrópico.
En experimentos paralelos, se determinaron el potencial de membrana y los
cambios en la ICa2~I~1<, con el fin de conocer el mecanismo por el cual (IS,3R)ACPD
potencia la liberación de glutamato. En la figura 28A y C se muestra que el ácido
araquidónico reduce la despolarización de los sinaptosomas y la elevación en la
[Ca
2~j~
11inducidas por 4-aminopiridina 5OpM. Sin embargo, la adición de
(IS,3R)ACPD, en presencia de ácido araquidónico, incrementa sustancialmente tanto
la despolarización de los sinaptosomas como la elevación en la [Ca
2~I~
11inducida por
4-aminopiridina. figura 28B y D. Estos resultados sugieren que el (1S,3R)ACPD y el
ácido araquidónico, al igual que los ésteres de forbol, incrementarían la liberación de
glutamato dependiente de Ca
2~ por una alargamiento o un incremento en la frecuencia
de los potenciales de acción inducidos por 4-aminopiridina, que tendría como
consecuencia una mayor entrada de Ca2’ en la terminación sináptica.
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Figura 28. Efectos del agonista nietabotrópico (1S,3R)ACPD y del ácido araquidónico en la
despolarización y en la elevación de la concentración citoplásmica de Ca2~ libre inducidos por 4-
aminopiridina. En la determinación del potencial de membrana (A y E) los sinaptosomas de la fracción
Pz (0,6/mg/mI) se resuspendieron en medio Elliots con ESA (lmg/mI) y se incubaron durarne una hora
a 37W. A continuación, se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron
(0,67mg/ml) en medio Elliocs sin ESA en presencia del CliCa t,33mM y el indicador fluorescente
DisCftS) 5KM. En la determinación de la [Ca2~1~~tlibre (C y D), los sinaptosomas de la fracción P
2
(2mg/ml) se resuspendieron en medio Elliots con ESA ([mg/mí) y se incubaron con Pura 2-AM S¿M y
CI2Ca l,33mM durante 30 minutos. A continuación, se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y
se resuspendieron (0.67mg/ml) en medio Elliots sin ESA y en presencia de CI2Ca 1 ,33mM. El agonista
metabotrópico (IS,3R>ACPD (l00~M) y el ácido araquidónico AA (2pM) se adicionaron 60 s y 30
respectivamente, antes de la despolarización de los sinaptosomas con 4-aminopiridina (501tM). Los
resultados son la media ±SEM de tres experimentos diferentes.
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6.4. El receptor metabotrópico está acoplado a la generación de
diadilgílcerol.
El hallazgo de que el agonista del receptor metabotrópico (1S,3R)ACPD
mimetiza los efectos de la activación de la proteína quinasa C por los ésteres de
forbol, potenciando la liberación de glutamato, hace suponer que el receptor
metabotrópico presináptico está acoplado a la generación de diacilglicerol. Con el fin
de confirmar este punto, determinamos si la activación de este receptor modificaba en
los niveles intrasinaptosomales de diacilglicerol.
En la figura 29 se muestra que el agonista metabotrópico (1S.3R)ACPD induce
un incremento rápido y transitorio en los niveles de diac¡lglicerol, con un máximo en
la respuesta entre 5-10 segundos después de la adición del agonista y con un
incremento de al menos, diez veces sobre los niveles basales. A continuación, los
niveles de diacilglicerol disminuyen progresivamente, alcanzándose valores próximos
a los basales dos minutos después.
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Figura 29. El agonista nietabotrópico (iS, 3R)ACPD incrementa la formación de diacilglicerol en
sinaptosonias. Los sinaptosomas de la fracción P2 (0,67 mg/mI> se resuspendieron en medio de
incubación Elliots con BSA (lmg/ml) y se incubaron a 370 durante dos minutos en presencia de CI2Ca
l,33mM. Los niveles de diacilglicerol se estimaron en alícuotas de 500 gIs tomadas antes y a distintos
tiempos después de la adición del agonista metabotrópico (IS,3R)ACPD (10O~¿M) como se describe en
Material y Métodos. Los resultados son la media de tres preparaciones diferentes de sinaptosomas.
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Al igual que en la potenciación de la liberación de glutamato, la generación de
diacilglicerol por la activación del receptor metabotrópico con (IS,3R)ACPD es
dependiente de la concentración como se observa en la curva dosis-respuesta de la
figura 30. La EC5o obtenida fue de 10pM.
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Figura 30. Curva concentración-respuesta del agonista metabotrópico (JS,3R)ACPD en la
generación de diacilglicerol. Los sinaptosomas de la fracción P2 (0,67 mg/mí) se resuspendieron en
medio Elliots con BSA (lmg/mI) y se incubaron a 370 durante dos minutos en presencia de CI2Ca
[,33niM. Los niveles de diacilglicerol se determinaron en alícuotas tomadas 5 s después de la adición
de diferentes concentraciones del agonista metabotrópico (15,3k) ACPD, como se describe en Material
y Métodos. Los resultados son la media de tres preparaciones diferentes de sinaptosomas.
En la figura 31 se observa que otros agonistas del receptor metabotópico como
ibotenato, quisqualato y el agonista endógeno, glutamato también, incrementan los
niveles de diacilglicerol. Asi mismo, la adición de los antagonistas de los receptores
ionotrópicos de glutamato, AP5 y CNQX no modifican el aumento en los niveles de
DAG producidos por ACPD. En cambio, L-AP3 y L-AP4, antagonistas no selectivos
de los receptores metabotrópicos acoplados a la hidrólisis de fosfatidílinositoles,
bloquean el incremento en los niveles de diacilglicerol inducidos por (IS,3R)ACPD.
Por último, la preincubación de los sinaptosomas con la toxina pertusis (PTX),
bloquea parcialmente la respuesta del agonista.
La potenciación en la liberación de glutamato por (1S,3R)ACPD siempre se
observa en presencia de ácido araquidónico y por ello nosotros hemos sugerido que
esto es debido al requerimiento de una activación sinergística de la proteína quinasa
—7 —6 ‘-5 —4 —3
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Figura 31. Caracterización farmacológica y bioquímica de la generación de diaclíglicerol inducida
por el agonista metabotrópico (1S,3R)ACPD. Les sinaptosomas de la fracción P2 (O.67mg/rnl) se
resuspendieron en medio Elliots con ESA (lmg/ml) y se incubaron durante dos minutos en presencia de
CI2Ca 1 ,33mM. Les niveles de diacliglicerol se determinaron como se describe en Material y Métodos
y las alícuotas se recogieron 5 s después de la adición de los agonistas (IS,3R)ACPD (100pM).
glutamato (100pM). quisqualato (100pM) e ibotenato (100pM). Los antagonistas de los receptores de
glutaniato. CNQX (5pM), AP5 (100pM), L-AP3 (10pM) y L-AP4 (100pM). se añadieron un minuto
antes de la adición del agonista (IS,3R)ACPD. En los experimentos realizados para determinar una
posible acción agonista de L-AP3 y L-AP4, se recogieron las alícuotas un minuto después de la adición
de los ligandos a las concentraciones indicadas. En los experimentos con ionomicina. las muestras se
recogieron dos minutos después de la adición del ionóforo de Ca
2#. En los experimentos con toxina
pertúsica (PTX). los sinaptosomas se preincubaron durante dos [loras con PTX (1.5 gg/mg de
proteína). Los resultados son la media ±SEM de tres preparaciones de sinaptosomas independientes.
C por el diacilglicerol y el ácido araquidónico. Sin embargo, el ácido araquidónico
podría actuar también a nivel del complejo receptor-proteína G-fosfolipasa C,
modificando la generación de diacilglicerol inducida por el agonista metabotrópico.
Para descartar un posible efecto del ácido araquidónico en la respuesta del receptor
metabotrópico se realizaron experimentos de generación de diacilglicerol en presencia
o ausencia de ácido araquidónico.
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En la figura 32 se observa que la despolarización de los sinaptosomas por 4-
aminopiridina 5OpM incrementa ligeramente los niveles de diacilglicerol con respecto
a un control con sinaptosomas polarizados, hasta 7.01 ±1.67 pmoles/mg de proteína.
El ácido araquidónico no altera los niveles de diacilglicerol en sinaptosomas
polarizados o despolarizados con 4-aminopiridina 5OpM. El ácido araquidónico
tampoco altera los niveles de diacilglicerol obtenidos tras la activación del receptor
metabotrópico con (IS.3R)ACPD ni en sinaptosomas polarizados, ni en sinaptosomas
despolarizados con 4-aminopiridina 5OgM. Estos resultados sugieren que la acción del
ácido araquidónico en la potenciación de la liberación de glutamato por (1S,3R)ACPD
tendría lugar en algún paso posterior al complejo formado por el receptor
metabotróp ico-proteina G-fosfolipasa C.
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Figura 32. El ácido araquidónico no modifica la generación de diaclíglicerol inducida por
(IS,3R)AC?D. Los sinaptosomas purificados por Percoil (0,2Smg/ml) se resuspendieron en medio
Elliots sin ESA a 370 durante dos minutos en presencia de CI2Ca l,33mM. El ácido araquidónico, AA
(2pM) y/o la 4-aminopiridina se añadieron 30 s antes del agonista metabotrópico. En aquellos
expenruentos en los que se determinó la generación de diacilglicerol por el ácido araquidónico y/o la
despolarización con 4-aminopiridina, las alícuotas se recogieron 5 s después de estas adiciones. Los
resultados son la media ±SEM de tres experimentos diferentes.
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6.5. Desensibilización del receptor metabotrópico: implicación de la
proteína quinasa C.
Recientemente se ha descrito que la exposición crónica a glutamato de los
receptores metabotrópicos acoplados a la hidrólisis de fosfatidílinositoles, conlíeva un
proceso de desensibilización de los mismos y que este efecto es mimetizado por los
ésteres de forbol (Canonico y cols. 1989, Manzoni y cols. 1990). En relación con
ésto, el siguiente objetivo que nos propusimos fue investigar si la activación de la
proteína quinasa C estaba también implicada en la desensibilización del receptor
metabotrópico facilitador de la liberación de glutamato en las terminaciones
sinápticas. Para ello, los sinaptosomas se incubaron con el éster de forbol 411-PDBu
lOnM durante 10 minutos antes de la adición de (15,3R)ACPD y ácido araquidónico,
determinándose a continuación, de forma paralela, la liberación de glutamato y los
niveles de diacilglicerol. Como control, se utilizó el éster de forbol inactivo 4a-PDD.
En la figura 33 se observa que la activación previa de la proteína quinasa C
con 413-PDBu suprime tanto la potenciación de la exocitosis de glutamato inducida por
(IS,3R)ACPD y ácido araquidónico, como la generación de diacilglicerol inducida
por el agonista metabotrópico (1S,3R)ACPD; en cambio, el ester de forbol inactivo
4cx-PDD no modificó la respuesta de los sinaptosomas siendo ésta igual a la de los
sinaptosomas control estimulados por (1S,3R)ACPD.
La activación del receptor metabotrópico genera diacilglicerol, el cual activa a
la proteína quinasa C. Con el propósito de comprobar si la activación del receptor
metabotrópico por un agonista también ponía en marcha el mecanismo de
desensibilización, los sinaptosomas se incubaron durante un minuto en presencia de
concentraciones crecientes de glutamato, desde 1 hasta 500 pM. A continuación, se
lavaron por centrifugación para eliminar el exceso de glutamato y se determinó la
respuesta a una segunda estimulación, midiendo los niveles de diacilglicerol a los 5
segundos de la adición del agonista (1S,3R)ACPD. En la figura 34 se muestran los
resultados obtenidos. La exposición de los sinaptosomas a bajas concentraciones de
glutamato (1-5OgM) no producen un cambio significativo en los niveles de
diacilglicerol generados por (1S,3R)ACPD. Sin embargo, tras la exposición de los
sinaptosomas a concentraciones de glutamato de 50-500MM se observa una drástica
disminución. El mismo experimento realizado en presencia de ácido araquidónico
(figura 34) pone de manifiesto que la desensibilización del receptor tiene lugar a
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Figura 33. Los ésteres de forbol previenen la generación de diacilglicerol y la potenciación de la
liberación de glutamato inducida por (IS,3R)ACPD. Les sinaptosomas de la fracción P=se
resuspendieron (0,67 mg/mI) en medio Elliots con ESA (Img/ml) y se preincubaron durante una hora
(control). En otra serie de incubaciones a los 55 minutos se añadieron los ésteres de forbol. 4B-POBu ó
cx-PDD a la concentración de lOnM y se prosiguió la incubación durante otros 5 minutos. A
continuación, todas las suspensiones de sinaptosomas se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y
se resuspendieron (0,67 mg/mi) en medio de incubación Elliots sin ESA. Imí de esta suspensión se
utilizó para determinar la liberación de glutamato dependiente de Ca> y que se estimó como la
diferencia entre La secreción obtenida tras 5 minutos de despolarizacion con 4-aminopiridina 5OpM en
presencia de CI2Ca 1,33mM y en un medio de incubación con una [Ca
2~lexi libre de 200nM. El ácido
araquidónico. AA (2pM) y el agonista metabotrópico (IS,3R)ACPD (100pM) se añadieron 60 y 30
antes de la despolarización de los sinaptosomas. Los niveles de diacilglicerol (E) se determinaron en
sinaptosomas tratados como se ha indicado anteriormente, en alícuotas recogidas 5 s después de la
adición de (IS,3R)ACPD (100pM) tal y como se describe en Material y Métodos. Los resultados que
se muestran son la media ±SEM de tres o cuatro experimentos independientes.
concentraciones de glutamato entre 5-50$M. Estos resultados sugieren que la
activación de la proteína quinasa C por el propio receptor metabotrópico ejerce un
control negativo sobre la actividad del receptor, seguramente por un proceso de
desensibilización.
Por último, diseñamos un experimento para estudiar la posible reversibilidad
del proceso de desensibilización. Con este fin, los sinaptosomas se incubaron durante
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Figura 34. La preincubacién de los sinaptosomas con altas concentraciones de glutamato
disminuye la respuesta generadora de diaclíglicerol del agonista (IS,3R)ACPD. Los sinaptosomas
de la fracción P2 se resuspendieron (0,67 mg/mI) en medio Elliots sin ESA con CI2Ca 1,33 mM y se
preincuharon con concentraciones crecientes de glutamato durante un minuto en ausencia (9> o en
presencia de ácido araquidónico, AA (2pM) (U que se añadió 30 s antes de la adición de glutarnato. A
continuación las suspensiones se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto para eliminar el
glutamato y se resuspendieron (0,67 mg/mI) en medio de incubación que contenía CI2Ca 1.33 mM.
Después de 2 minutos de incubación los sinaptosomas se estimularon con (IS,3R)ACPD (100pM), se
recogieron alícuotas 5 s después de la adición del agonista y los niveles de diacilglicerol se estimaron
como se describe en Material y Métodos. En los experimentos en los que sinaptosomas fueron
estimulados con lonomicina, las alícuotas se recogieron 120 s después de la adición del lonóforo de
Ca>. Los resultados son la media de tres experimentos independientes.
un minuto con (IS,3R)ACPD I00¡íM centrifugándose a continuación, para eliminar el
agonista. La aplicación de un segundo estímulo de (1S,3R)ACPD se realizó a distintos
tiempos después de la primera estimulación para permitir la recuperación del receptor
desensibilizado. En la figura 35 se muestra que inmediatamente después de la primera
estimulación, no hay una respuesta del receptor a un segundo estímulo. Sin embargo,
a los diez minutos después de la primera estimulación se observa una recuperación
gradual de la respuesta, que está totalmente reestablecida a los 30 minutos. La adición
de un inhibidor de las proteínas fosfatasas como el ácido okadaico, (Cohen y cols.
1990) 5 minutos antes de la segunda estimulación, previene totalmente la recuperación
de la respuesta, (figura 35). Estos resultados indican por tanto que fosfatasas sensibles
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al ácido okadaico participan en la recuperación del receptor metabotrópico del estado
desensibilizado
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Figura 35. Recuperación de la respuesta generadora de diacilglicerol de los sinaptosomas
preincubados con el agonista metabotrópico (1S,3R)ACPD. Los sinaptosomas de la fracción Pz, se
resuspendieron (0,67mg/ml) en medio Elliots con ESA (lmg!mI) en presencia de CI2Ca 1,33mM y se
estimularon una vez con (IS,3R)ACPD (100pM), recogiendose alícuotas a 5 s después de la adición del
agonista y los niveles de diacilglicerol se estimaron según se describe en Material y Métodos, control
<C). En el resto de los ensayos ~ los sinaptosomas se preincubaron con (IS,3R)ACPD 100pM durante
un minuto y se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto. Los sinaptosomas se resuspendieron (0,67
mg/mí) en un medio de incubación con CltCa 1,33 nÚ%4 y se estimularon de nuevo a distintos intervalos
de tiempo desde la primera estimulación con (1S,3R)ACPD (100pM>. Los niveles de diacilglicerol se
determinaron en aJicuotas recogidas 5 s después de la segunda estimulación. En algunos experimentos.
los sinaptosomas se incubaron con ácido okadaico <e) (0.1 pM) que se añadió 5 minutos antes de la
segunda estimulación. Los resultados son la media ±SEM de tres experimentos independientes.
6.6. Movilización de Ca
2~ intrasinaptosomal por el agonista del receptor
metabotrópico (1 S ,3R)ACPD.
La estimulación de los receptores metabotrópicos acoplados a la hidrólisis de
fosfatidílinositol, genera diacilglicerol, que activa la proteína quinasa e inositol 1,4,5
trifosfato, IP
3, que moviliza Ca
2# de compartimentos intracelulares (Murphy y Miller
1988. Adamson y cols. 1990).
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Con el fin de demostrar la posible existencia de la rama metabólica del IP3 en
las terminaciones sinápticas, determinamos los efectos de la estimulación del receptor
metabotrópico, en la concentración citosólica de Ca> en ausencia de Ca>
extracelular, como indicador de la movilización de Ca> de los compartimentos
internos sinaptosomales. En presencia de CI2Ca l,33mM en el medio extracelular, la
incubación de los sinaptosomas durante 3 minutos con (IS,3R)ACPD no produjo
cambio alguno en la [Ca
2~]cir figura 36A. La adición posterior de 4-aminopiridina
SOpM, produce un incremento en la [Ca2~]~~
1de 44 ± 5.2 nM debido a la
despolarización y a la entrada de Ca> del medio extracelular a través de canales de
Ca
2~ sensibles a voltaje. El ionóforo de Ca>, ionomicina indujo un aumento de 154
+ 10.3 nM, figura 3613 sobre los niveles basales. En ausencia de Ca> extracelular,
figura 36C. el agonista metabotrópico (15,3R)ACPD tampoco produce un incremento
en la ICa2~1cít y en este caso y como era de esperar, la despolarización de los
sinaptosomas con 4-aminopiridina tampoco incrementa la [Ca2~j
0±~. En estas
condiciones, ionomicina indujo un incremento en la [Ca2~]~~~de 24 + 6.3 nM, de
menor intensidad que en presencia de Ca> extracelular que podría ser debido a una
movilización de Ca> de los depósitos intrasinaptosomales (figura 36D), pero cuya
naturaleza no es posible identificar con el presente diseño experimental.
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Figura 36. Efecto del agonista metabotrópico (LS,3R) ACPD sobre la concentración citosólica de
Ca2±libre. Les sinaptosomas de la fracción P2 se resuspendieron (2mg/mI) en medio de incubación
Elliots con ESA (lmg/ml) y se preincubaron con Fura 2-AM 5pM y CI2Ca 1 ,33mM durante 30
minutos a 37W. A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante un minuto y se resuspendieron
(O,67íi¡g/nil) en medio Elliots en presencia de CI2Ca 1 ,33mM (A y E) ó en un medio de incubación en
el se mantenía una [Ca>lext libre en 200 nM (C y D). El agonista (IS,3R)ACPD (100pM) se añadió 3
minutos antes de la despolarización de los sinaptosomas con 4-axninopiridina (SOpM) (A y CII o ccii
ionomicina. lo (10pM) (E y O). Los resultados son La media de tres experimentos independientes.
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1. La proteína quinasa C potencia la exocitosis de glutamato a través de la
inhibición de un canal de K~ con características similares al rectificador
retrasado.
Como se ha señalado en la Introducción, la activación de la proteína quinasa C
presináptica aumenta la liberación de una gran variedad de neurotransmisores,
incluido el glutamato. Sin embargo, el grado de potenciación observado varía según el
tipo de preparación que se utilize. Así, en sinaptosomas de hipocampo, de cerebro
entero ó de corteza cerebral, la activación de la proteína quinasa C por los ésteres de
forbol muestra solo un efecto marginal (10-30%) en la liberación inducida por CIK ó
veratridina, que como es sabido, causan una despolarización permanente de la
membrana plasmática (Lynch y Bliss, 1986, Nichols y cols. 1987. Diaz-Guerra y
cols. 1988). Estos resultados contrastan con el incremento de 2 ó 3 veces en la
liberación de neurotransmisores observado en los cortes de cerebro estimulados
eléctricamente (Malenka y cols. 1986, Huang y cols. 1988, Gerber y cols. 1989). De
estos resultados parece deducirse, por un lado, que el grado de potenciación de la
liberación de neurotransmisores por la activación de la proteína quinasa C, depende
del estímulo utilizado, y por otro lado, que aquellos estímulos que mejor simulan las
condiciones de estimulación repetida y transitoria que tiene lugar “in vivo son más
eficaces. Numerosos estudios electrofisiólogicos realizados en los cuerpos neuronales
demuestran que la proteína quinasa C modula canales de Ca> y K~ (Baraban y cols.
1985, De Reimar y cols. 1985, Brown y cols. 1989, Werz y Macdonal 1987), sin
embargo, el mecanismo presináptico de potenciación de la neurosecreción no es
conocido por las dificultades que conlíeva el estudio de los flujos iónicos y de la
secreción acoplada a Ca> en los terminaciones sinápticas.
Tibbs y cols. han descrito, recientemente, la capacidad de 4-aminopiridina,
para inducir despolarizaciones transitorias y repetidas en los terminaciones sinápticas,
permitiendo estimular los sinaptosomas en unas condiciones más próximas a las que
tienen lugar ‘in vivo”, evitando así, la despolarización permanente que causa las
elevadas concentraciones de CIK (Tibbs y cols. 1989 a). En nuestro trabajo
mostramos que la activación de la proteína quinasa C por el ester de forbol 43-PDBu
estimula, en un 200% la exocitosis de glutamato inducida por 4-aminopiridina. Estos
datos son de magnitud similar a los obtenidos en los cortes de cerebro estimulados
eléctricamente, y contrastan con el ligero incremento de la exocitosis (20%) que se
obtiene en los sinaptosomas estimulados con CIK (figuras lA y C).
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El mecanismo por el cual la activación de la proteína quinasa C potencia la
exocitosis de glutamato se puede analizar comparando los efectos inducidos por 4-
amínopiridina con los de una alta concentración de CIK. En los experimentos con CIK
se pueden observar aquellos mecanismos moduladores de la liberación que están
basados, bien en el control de los canales inactivables de Ca>, bien en el
acoplamiento entre exocitosis y Ca>. Por el contrario, aquellos mecanismos que se
basan en el control de los canales transitorios de Na~ y K~, sólo serán observables en
las condiciones de despolarizaciones transitorias inducidas por 4-aminopiridina. pero
no durante la despolarización permanente producida por CIK. Aunque se ha descrito
que la liberación de glutamato vesicular está fuertemente acoplada a la entrada de
Ca> por los canales de Ca> sensibles a voltaje (McMahon y Nicholís 1991), y que
en cuerpos neuronales la proteína quinasa C modula canales de Ca>, (De Reimar y
cols. 1985, Kaczmarek 1987, Strong y cols. 1987), aumentando la entrada de dicho
ión: sin embargo, éste no parece ser el mecanismo responsable de la modulación
positiva de la exocitosis de glutamato, ya que si así fuera, debería observarse una
fuerte estimulación, por los ésteres de forbol, de la liberación inducida por CIK. Al
contrario, la activación de la proteína quinasa C apenas incrementa la liberación de
glutamato estimulada por CIK, de acuerdo con resultados previos obtenidos en
sinaptosomas de cerebro de cobaya (Barrie y cols. 1991)
El hecho de que los ésteres de forbol potencien la exocitosis de glutamato
(figura lA) y la despolarización (figura 2D) en sinaptosomas estimulados por 4-
aminopiridina indica, por un lado, que los efectos moduladores de la proteína quinasa
C podrían estar basados en el control de canales transitorios, y por otro lado, que
estos canales podrían ser canales de K~. Así, una inhibición por proteína quinasa C de
los canales de K~ implicados en el control de la duración de los potenciales de acción
iniciados por 4-aminopiridina. aumentaría la despolarización de la población
sínaptosomal, como consecuencia de un alargamiento de los potenciales de acción
individuales. La mayor despolarización conllevaría una mayor entrada de Ca2 ~, ya
que los canales de Ca> acoplados a la exocitosis no se inactivan por voltaje
(McMahon y Nicholís, 1990) lo que a su vez, incrementaría la exocitosis de
glutamato. En este sentido hay que señalar, que son numerosos los trabajos que
describen modulación de canales de K+ por proteína quinasa C en diversas
preparaciones, como cultivos de neuronas, (Baraban y cols. 1985, Higashida y Brown
1986, Gerber y cols. 1989), células gliales (Akerman y cols. 1988, Enkvist y cols.
1989), sinapsis gigante de calamar (Osses y cols. 1989) y en sinaptosomas (Colby y
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Blaustein 1988). El pequeño tamaño de las terminaciones sinápticas impide el estudio
por la técnica de grapado de membrana ‘patch clamp’ de las corrientes iónicas, lo que
ha dificultado la caracterización de los flujos iónicos de la presinapsis en general, y de
los canales de K~, en particular. Por ello, resulta difícil obtener pruebas directas
acerca del tipo de canal de K~, que controla la proteína quinasa C que es responsable
de la modulación de la exocitosis de glutamato.
En la preparación de sinaptosomas el canal de K~ mejor caracterizado es el
canal de K~ denominado ‘A que es bloqueado por 4-aminopiridina y dendrotoxina
(Tibbs y cols. 1989 b). También se ha descrito la presencia de canales de K~
activados por Ca> de alta y baja conductancia, así como canales de K~ tipo l~ o
rectificador retrasado (Bartschat y Blaustein 1985). Es obvio señalar que el canal de
Kt tipo 1A. no es responsable de los efectos moduladores observados, ya que este
canal se encuentra bloqueado en presencia de 4-aminopiridina, justamente la
condición en que se observa la facilitación de la secreción de glutamato. Los canales
de Kt sensibles a Ca>, tampoco parecen ser los responsables del incremento en la
exocitosis de glutamato, ya que, se ha observado que la apamina, un bloqueante
específico de los canales de K~ sensibles a Ca> de baja conductancia, no tiene efecto
alguno ni en la liberación de glutamato, ni en la elevación de la [Ca2*]citinducida por
4-aminopiridina en sinaptosomas de corteza cerebral de cobaya (Tibbs y cols. 1989
b). Además, y a pesar de que el bloqueante de los canales de K~ sensibles a Ca> de
alta conductancia, charybdotoxina, incrementa la [Ca2~I~~ten sinaptosomas (Tibbs y
cols. 1989 b) y en otras preparaciones neuronales (Baraban y cols. 1985, Robitalle y
cols. 1992), hay que señalar que Barrie y cols. han observado que el incremento en la
despolarización obtenida en presencia de los ésteres de forbol es insensible a Ca>
(Barrie y cols. 1991).
No se dispone por el momento de un bloqueante específico para el canal de K~
tipo l~ o rectificador retrasado que interviene en la terminación de los potenciales de
acción. Este canal parece ser el más firme candidato para la acción de la proteína
quinasa C ya que se trata de un canal transitorio que no opera en la despolarización
mantenida por CIK, pero si en las despolarizaciones repetitivas inducidas por 4-
aminopiridina. En este sentido, experimentos realizados en sinaptosomas con el
trazador radiactivo 86Rb han puesto de manifiesto que el activador de la proteína
quinasa C diacilglicerol, inhibe una corriente de K~, sensible a voltaje y lentamente
inactivable, y que farmacológicamente se corresponde a la corriente mediada por un
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canal de K~ del tipo rectificador retrasado (Colby y Blaustein 1985). Así mismo, este
canal de K~ es bastante insensible a 4-aminopiridina ya que permanece activo cuando
el canal de K~ tipo ‘A es bloqueado por este agente (Cook 1988). Finalmente,
estudios de electrot’isiología realizados en el axón gigante del calamar, han
demostrado que el canal de K~ del tipo rectificador retrasado juega un papel clave en
el control de la liberación de neurotransmisores, regulando la duración del potencial
de acción y la entrada de Ca> en la presinapsis (Agustine 1990).
Aunque los datos disponibles señalan a un canal de K~ como posible diana de
las acciones de la proteína quinasa C en el control de la exocitosis de glutamato. otros
mecanismos no se pueden descartar hasta disponer del análisis por la técnica de
grapado de la membrana “patch clamp” de las corrientes de K+ presinápticas. En este
sentido experimentos de expresión en células ováricas del Hamster chino, han
demostrado que la activación de la proteína quinasa C tiene dos efectos opuestos sobre
los canales de Na~ tipo líA, disminuyendo la amplitud del pico. y enlenteciendo la
inactivación de dicho canal (Numann y cols. 1991).
2. El ácido araquidónico inhibe la exocitosis de glutamato por un mecanismo
independiente de la proteína quinasa C.
Los ácidos grasos en general, y el ácido araquidónico y sus merabolitos en
particular, constituyen una nueva clase de segundos mensajeros con capacidad para
modular la actividad de canales iónicos, de proteínas quinasas y la liberación de
neurotransmisores (Piomelli y Greengard 1990). El ácido araquidónico puede
generarse por estimulación de receptores acoplados a la fosfolipasa A2 e hidrolisis de
glicerolípidos, liberandose el ácido graso de la posición 2 y un lisofosfolípido (Felder
y cols. 1990). En diversos cultivos neuronales, se ha observado que el glutamato, a
través de la activación de receptores de los tipos NMDA y metabotrópico, también
induce la formación y liberación de ácido araquidónico por activación de una
fosfolipasa A2 (Lazarewicz y cols. 1988, Dumuis y cols. 1988, Aramori y Nakanishi
1992). Así mismo, se ha descrito la formación de ácido araquidónico a partir dcl
diacilglicerol formado por hidrólisis de fosfatidílinositol por la fosfolipasa C y
posterior hidrolisis del diacilglicerol por acción de una diacilglicerolipasa,
generándose ácido araquidónico (Irvine 1982).
En la preparación de sinaptosomas el ácido araquidónico, a bajas
concentraciones (0,1-10KM), inhibe la exocitosis de glutamato inducida por ~-
aminopiridina, pero carece de efecto sobre la liberación obtenida con altas
concentraciones de CIK (figuras 9A y C). Esta acción inhibidora es consecuencia de
una reducción en la elevación de la [Ca21-I~~1,que a su vez se explicaría por una
disminución de la despolarización inducida por 4-aminopiridina. El hecho de que las
acciones de ácido araquidónico no se observen en las condiciones de una
despolarización permanente que produce CIK sugiere, que la modulación de canales
transitorios son los responsables de las acciones inhibidoras del ácido graso, y mas
concretamente, los canales de K~ que controlan la duración de los potenciales de
acción inducidos por 4-aminopiridina. De esta manera, una reducción en la duración
de los mismos, limitaría la entrada de Ca> y la liberación de neurotransmisor. En
este sentido, son numerosas las evidencias que muestran la capacidad del ácido
araquidónico y/ó sus metabolitos para modular corrientes de Na~, Ca> y K~ en
diversas preparaciones (Ordaway y cols. 1989, Ordaway y cols. 1990, Keyser y Alger
1990. Ehrengruber y Zahíer 1991). En neuronas de hipocampo, el ácido araquidónico
incrementa la permeabilidad a iones K~, reduciendo la excitabilidad celular (Moore y
cols. 1988, Premkumar y cols. 1990). En el mismo sentido, se ha observado en
Aplvsia Cahfornica que el ácido araquidónico y su metabolito 12-HPETE, activan
canales de K~ tipo L, reduciendo la liberación de neurotransmisores a nivel
presináptico (Piomelli y cols. 1987 a, Piomelli y cols. 1989, Buttner y col. 1989).
La acción inhibidora del ácido araquidónico sobre la exocitosis de glutamato
está en desacuerdo con una serie de estudios realizados en sinaptosomas de hipocampo
en los que se muestra que altas concentraciones de ácido araquidónico (en el rango de
30 a 400gM) aumentan la liberación de este neurotransmisor inducida por CIK (Lynch
y Voss 1990). Ahora bien, en estos estudios no se ha hecho un control de la posible
acción detergente de los ácidos grasos, de manera que la suspuesta potenciación de la
exocitosis, seria simplemente un desplazamiento de glutamato citoplásmico por
pérdida de la integridad de la membrana sináptica, ya que según nuestros resultados
concentraciones de ácido araquidónico superiores a 3OMM incrementan la liberación
basal de glutamato, siendo este efecto paralelo al incremento en la actividad del
enzima láctico deshidrogenasa sinaptosomal en el medio de incubación, indicativo de
la pérdida de integridad del sinaptosoma.
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La acción inhibidora del ácido araquidónico sobre la exocitosis de glutamato
no parece ser la consecuencia de la inhibición por este ácido graso del transportador
de glutamato dependiente de Na~ de la membrana plasmática, como se ha demostrado
en sinaptosomas (Volterra y cols. 1992) y en células gliares de salamandra (Barbour y
cols. 1990). Si esto fuera así, la inhibición del sistema de transporte debería
manifestarse como un incremento en la liberación de glutamato independiente de
Ca2~, y en nuestra preparación, concentraciones de ácido araquidónico (O,1-IOMM)
que inhibe significativamente la exocitosis, no afecta la liberación Ca> independiente
del neurotransmísor.
Los experimentos realizados con tetraetilamonio y con ésteres de forbol
proporcionan dos pruebas adicionales, aunque no definitivas, acerca de que la acción
inhibidora del ácido araquidónico está mediada por la activación de un canal de K~
del tipo rectificador retrasado. La alquilamina, tetraetilamonio, por su capacidad para
bloquear los canales de K~ que controlan la duración del potencial de acción, produce
en sinaptosomas control, aumentos en la liberación de glutamato, en la [Ca2~j~~
1y en
la despolarización inducidas por concentraciones submáximas de 4-aminop iridina.
Estos efectos son debidos a la acción bloqueante de tetraetilamonio, sobre los canales
de K>, lo que enlentece la repolarización, alargando por tanto, la duración del
potencial de acción (Bartschat y Blaustein 1985). Como era de esperar,
tetraetilamonio es capaz de revertir las acciones inhibidoras del ácido araquidónico
sobre la liberación de glutamato y demás parámetros antes señalados. Por otra parte,
los ésteres de forbol, que tienen efectos similares a tetraetilamonio sobre los
parámetros de liberación, también son capaces de revertir las acciones inhibidoras del
ácido graso. Este resultado apoyaría la conclusión de que el ácido araquidónico y la
proteína quinasa C actuarían sobre la misma diana, un canal de K~ con características
similares al rectificador retrasado. Ahora bien, mientras que el ácido graso activaría el
flujo de K~, acortando los potenciales de acción, la proteína quinasa C reduciría dicha
corriente de K~, alargando las despolarizaciones, lo que se traduciría a su vez en una
reducción y potenciación, respectivamente, de la liberación de neurotransmisor.
Los efectos opuestos del ácido araquidónico y de la activación de la proteína
quinasa C por los ésteres de forbol en la exocitosis de glutamato, indicarían, a
primera vista, que este enzima no media las acciones del ácido graso. Sin embargo, la
demostración de que algunos isoenzimas de la proteína quinasa C como la isoforma Y,
pueden ser activadas por el ácido araquidónico y el ácido oleico en ausencia de Ca- y
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fosfolípidos (Murakami y Routtenberg 1985, Murakami y coIs. 1986, Shearman y
cols. 1991), junto a la presencia de este isoenzima en las terminaciones sinápticas de
corteza cerebral (Shearman y cols. 1991 a). nos llevaron a realizar una serie de
experimentos con el fin de demostrar que la inhibición por el ácido araquidónico era
independiente de proteína quinasa C. Nuestros resultados confirman que. si bien la
estimulación de la exocitosis de glutamato por ésteres de forbol se pierde con
tratamientos como la eliminación parcial de la actividad de la proteína quinasa C ó la
presencia del inhibidor de proteínas quinasas estaurosporina, el efecto inhibidor del
ácido araquidónico es insensible a estos tratamientos. Además, el metilaraquidonato,
que es mucho menos eficaz que el ácido araquidónico para activar la proteína quinasa
C. también inhibe la exocitosis de glutamato. Una explicación alternativa podría ser
que el ácido araquidónico ó algunos de sus metabolitos oxigenados, modulasen de una
forma directa los canales presinápticos de K~, como se ha demostrado en otras
preparaciones como en neuronas de Aplysia (Piomelli y cols. 1987 b), en células
atriales de corazón (Kim y cols. 1989), y en células de la musculatura lisa gástrica
(Ordway y cols. 1989).
El ácido araquidónico tiene una vida muy corta, siendo rápidamente
metabolizado a productos oxigenados por distintos sistemas enzimáticos (Shimizu y
Wolfe 1990). El sistema enzimático más importante en el Sistema Nervioso Central es
el sistema IIipooxigenasa y algunos datos indican que varios metabolitos formados en
esta vía de metabolización, fundamentalmente 12-HPETE y 12-HETE y no el ácido
araquidónico, son los responsables de la modulación de la liberación de
neurotransmisores. En la preparación de sinaptosomas de corteza cerebral de rata, la.
presencia de los inhibidores de las vías de metabolización ciclooxigenesa y
monoox igenasa, indometacina y ácido norhidroguayarético, respectivamente, no
anulan el efecto inhibitorio del ácido araquidónico sobre la exocitosis de glutamato. lo
que parece indicar que en este caso, el propio ácido graso parece set el responsable de.
la acción inhibidora sobre la exocitosis de glutamato.
3. Activación sinergística de la proteína quinasa C, papel de los ácidos grasos
insaturados.
La proteína quinasa C es una familia de isoenzimas compuesta por 10 proteínas
estructuralmente relacionadas, pero con diferencias importantes en cuanto a su
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distribución tisular y modo de activación (Nishizuka 1992). Estudios bioquímicos e
inmunocitoquimicos demuestran que las terminaciones sinápticas contienen las
isoformas de proteína quinasa C a, fi, Y y e (Shearman y cols. 1991 a, Saito y cols.
1993). Con la excepción de la isoforma e que no requiere Ca>, las demás son
activadas por Ca>, fosfatidílserina y diacilglierol, y esta activación se incrementa en
presencia de ácido grasos cís-insaturados (Nishizuka 1992). Las terminaciones
sinápticas también contiene el isoenzima ~ (Terrian y cols. 1993), que aunque es
activado por fosfatildílserina y ácidos grasos, no se afecta ni por diacilglicerol ni por
ésteres de forbol ni por Ca> (Nishizuka 1992).
La facilitación de la exocitosis de glutamato por activación de la proteína
quinasa C requiere concentraciones relativamente altas de ésteres de forbol (0.5-
lgM), lo que indicaría bien, una baja sensibilidad del isoenzima de proteína quinasa
C acoplado a la liberación de glutamato a los ésteres de forbol, bien, que éstos
compuestos no reproducen totalmente las condiciones de activación de la proteína
quinasa C “in vivo’. Aunque el presente estudio no permite averiguar qué subespecies
de proteína quinasa C están involucradas en la facilitación de la liberación de
glutamato, ha de tratarse sin duda, de una de las isoformas activadas por ácidos grasos
insaturados, porque el ácido araquidónico a bajas concentraciones (2pM) incrementa
sustancialmente la sensibilidad de la maquinaria exocitótica a los ésteres de forbol y a
la 1 .3-dioleina (figuras 21 y tabla 4). Estos resultados estarían de acuerdo con la
capacidad de los ácidos grasos cís-insaturados para aumentar la activación dependiente
de diaclíglicerol de la proteína quinasa C (Shearman y cols. 1991 b, Koide y cols.
1992) y sugerirían al mismo tiempo que la vía facilitadora de la liberación de
glutamato estaría controlado por una isoforma de proteína quinasa C capaz de
activarse sinergísticamente por ácido araquidónico y ésteres de forbol ó diacilglicerol.
4. Receptor metabotrópico de glutamato presináptico acoplado a la activación de
la proteína quinasa C.
Una de las vías de activación de la proteína quinasa C mejor caracterizada es la
que deriva de la hidrólisis de fosfatidílinositoles de la membrana plasmática, con
generación de diacilglicerol y de inositol trifosfato (IP3>. Aunque a nivel postsináptico
se ha demostrado que muchos neurotransmisores ejercen sus acciones moduladoras
activando esta vía de comunicación celular, no existen evidencias tan claras a nivel
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presináptico. Si bien, se ha demostrado una generación de IP3 y la movilización de
Ca
2~ intracelular acoplada a receptores muscarinicos (Audigier y cols. 1988) y a otros
receptores (Adamson y cols. 1990) en sinaptosomas.
En los últimos años se ha descrito que el ácido glutámico es capaz de activar
hasta cuatro tipo distintos de receptores, entre los que se encuentran los receptores
denominados nietabotrópicos. En este caso, las acciones del glutamato están acopladas
por una proteína O bien a la activación de la fosfolipasa C e hidrólisis de
fosfoinosítidos (Sladeczek y cols. 1985, Schoepp y Johnson 1989, Abe y cols. 1992),
bien a una disminución ó a un incremento en los niveles de AMPC (Schoepp y cols.
1992, Winter y Conn 1992).
Nuestros resultados muestran que el agonista más selectivo de los disponibles
para los receptores metabotrópicos, (IS.3R)ACPD (Palmer y cols. 1989), reproduce
los efectos de la activación de la proteína quinasa C, induciendo un incremento en la
exocitosis de glutamato, en presencia de ácido araquidónico. Este receptor
presináptico ha sido caracterizado como perteneciente al tipo metabotrópico en base a
observaciones que indican que (1S,3R)ACPD y otros agonistas menos selectivos como
quisqualato e ibotenato, estimulan la exocitosis de glutamato, y que la adición de
antagonistas selectivos de los receptores de glutamato NMDA y AMPA-kainato, y
AP5 y CNQX, respectivamente, no anulan la potenciación de la liberación de
glutamato por (IS,3R)ACPD. Además, el antagonista no selectivo de los receptores
metabotrópicos acoplados a la hidrolisis de fosfoinositídos (Schoepp y Johnson 1989,
Schoepp y cols. 1990), L-AP3 anula totalmente la estimulación de la exocitosis de
glutamato inducida por el agonista selectivo (1S,3R)ACPD. Finalmente, este receptor
metabotrópico se encuentra acoplado a una proteína G sensible a toxina pertusis.
como en el caso de otros receptores metabotrópicos de células granulares de cerebelo
(Nicoletti y cols. 1988), sinaptoneurosomas (Recasens y cols. 1988) y cultivos de
neuronas del estriado (Sladeczek y cols. 1985).
El hallazgo de que el agonista del receptor metabotrópico (15,3R)ACPI)
mimetiza los efectos de la activación de la proteína quinasa C por los ésteres de
forbol, sugiere que el receptor metabotrópico descrito en esta tesis doctoral esta
acoplado a la generación de diacilglicerol como se demuestra en las figuras 27 y 28.
Efectivamente, el agonista (1S,3R)ACPD desencadena un incremento rápido y
transitorio de los niveles de diacilglicerol, con un máximo entre los 5-10 segundos
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siguientes a la adición del agonista. El incremento transitorio de los niveles de
diacilglicerol producido por el agonista (1S,3R)ACPD sugiere una hidrolisis de
fosfoinositidos mediada por una fosfolipasa C y no a una hidrolisis de fosfatidilcolina
por acción de una fosfolipasa D y posterior hidrolisis del ácido fosfatídico por la
fosfohidrolasa. Aunque la fosfolipasa D está presente en los sinaptosomas (Chalifa y
cols. 1990) y se ha descrito la existencia de receptores metabotrópicos acoplados a la
activación de fosfolipasa D (Ross y cols. 1993), esta segunda vía de generación de
diacilglicerol parece estar implicada en una activación más tardía y duradera de la
proteína quinasa C (Nishizuka 1992).
Si el diacilglicerol es el activador fisiológico de la subespecie de proteína
quinasa C acoplada a la exocitosis de glutamato, cabria esperar una potenciación de la
liberación del neurotransmisor tras la activación del receptor metabotrópico por
(IS,3R)ACPD. Sin embargo, la simple activación del receptor metabotrópico no
dispara la potenciación a menos que esté presente el ácido araquidónico (figura 24).
Este hecho podría explicarse por una cierta insensibilidad de la proteína quinasa C en
cuestión, al diacilgílcerol generado por el receptor metabotrópico y por el
requerimiento de una activación sinergistica de la proteina quinasa por el diacilglicero¡
y el ácido araquidónico (Shearman y cols. 1991 b, Koide y cols. 1992) para poner de
manifiesto esta vía de modulación positiva. Por tanto, la proteína quinasa C parece ser
la proteína clave del mecanismo facilitador de la liberación de glutamato y el ácido
araquidónico sería el cebador o sensibilizador del enzima, de manera que la
estimulación del receptor metabotrópico potencia la exocitosis de glutainato sólo si el
ácido araquidónico está presente. Evidencias más directas de la implicación de la
proteína quinasa C en la facilitación inducida por (1S,3R)ACPD y el ácido
araquidónico, se han obtenido en experimentos en que tratamientos como la
disminución parcial de la actividad de la proteína quinasa, el empleo de inhibidores de
proteínas quinasas, estaurosporina ó la utilización de metílaraquidonato, en lugar del
ácido araquidónico, conducen a una pérdida del efecto facilitador. Finalmente, hay
que señalar una serie de experimentos de fosforilación de proteínas realizados en
colaboración con el Dr. Nicholís de la Universidad de Dundee, pero no recogidos en
esta tesis doctoral, que demuestran que la combinación del agonista (1S,3R)ACPD y
del ácido araquidónico, pero no cada uno por separado, fosforilan el sustrato de la
proteína quinasa C, MARCKS, en sinaptosomas de rata. Estos resultados apoyan la
sugerencia previa de que una activación sinergística de proteína quinasa C es la clave
de la vía facilitadora.
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Esquema 5. Facilitación de la exocitosis de glutainato mediada por la proteína
quinasa C por la activación del receptor metabotrópico presináptico en presencia
de ácido araquidónico.
2+
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La activación del receptor metabotrópico genera diacilglicerol, que en presencia del
ácido araquidónico, activan sinergisticamente la proteína quinasa C (PKC). La
proteína quinasa C bloquea un canal de K~ (posiblemente el rectificador retrasado),
prolongando la duración de los potenciales de acción, con el consiguiente aumento en
la entrada de Ca> y liberación de glutamato.
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El mecanismo por el cual (lS,3R)ACPD y ácido araquidónico potencian la
liberación de glutamato sería el similar al de los ésteres de forbol es decir, el bloqueo
del canal de K~ rectificador retrasado y el incremento en la duración de los
potenciales de acción inducidos por 4-aminopiridina. Este mecanismo de acción,
estaría de acuerdo con numerosos trabajos que muestran que los receptores
metabotrópicos modulan canales de K~. Así, por ejemplo, en cultivos de células
piramidales de hipocampo, se ha observado que (1S,3R)ACPD inhibe la corriente de
K~ de los canales de K~ dependientes de voltaje tipo ‘m y canales de K~ dependientes
de Ca> tipo 1aph. incrementando el potencial de membrana en resposo y por tanto, la
excitabilidad celular (Charpak y cols. 1990, Hu y Storm 1992).
Con los datos obtenidos en esta tesis doctoral resulta difícil establecer a qué
subtipo de receptor metabotrópico corresponde el receptor presináptico facilitador de
la liberación de glutamato. De los seis subtipos de receptores metabotrópicos de
glutamato hasta ahora descritos (Nakanishi 1992), la expresión de mGluRl y
mGluR5 en oocitos de Xenopus y en las células ováricas de hamster chino pone de
manifiesto su acoplamiento a la hidrólisis de fosfatidilinositoles (Abe y cols. 1992.
Tanabe y cols. 1992); ambos subtipos de receptores metabotrópicos presentan la
misma afinidad por los agonistas de los receptores metabotrópico, siendo el orden de
potencia relativa (FC
50) quisqualato> glutamato> ibotenato> (1S,3R)ACPD.
Además los dos subtipos exhiben una clara insensibilidad por el antagonista L-AP3
(Schoepp y Conn 1993). El RNA mensajero que codifica para el subtipo mGluRl
origina a su vez por procesamiento alternativo tres subtipos a, fi y c (Pm y cols.
1992). Estudios de localización mediante técnicas de hibridación con sondas de
oligonucleótidos muestran que los subtipos mGluR5 y mGluRlll se localizan en la
corteza cerebral (Abe y cols. 1992, Fotuhi y cols. 1993), habiéndose mostrado
además, en estudios paralelos de microscopia electrónica, que el subtipo mGluRlB se
localiza a nivel presináptico. Este subtipo de receptor podría ser el receptor
metabotrópico que hemos decrito en esta tesis, sin embargo todavía no se ha podido
expresar el RNA mensajero que codifica para este receptor, por lo no se sabe si
constituye un receptor funcional (Fotuhi y cols. 1993). Por otro lado, los estudios
farmacológicos tampoco ayudan a la identificación del receptor metabotrópico aquí
descrito. Así mientras (1S,3R)ACPD es un buen agonista del receptor metabotrópico
presente en los sinaptosomas de corteza cerebral, en las células del hamster chino,
(íS,3R)ACPD muestra una actividad moderada (Aramori y Nakanishi 1992, Tanabe y
cols. 1992). Además este receptor metabotrópico acoplado a la hidrólisis de
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fosfatidílinositoles es bloqueado totalmente por L-AP3, mientras que los efectos de los
receptores mOluRí y mGluR5 no son bloqueadas por L-AP3 (Abe y cols. 1992,
Tanabe y cols. 1992). Por último los estudios de sensibilidad a la toxina pertusís
muestran que el receptor mGluRS es insensible a toxina pertusis (Abe y cols. 1992),
mientras que el receptor mOluRí posee un componente sensible a esta toxina y otro
insensible (Tanabe y cols. 1992). Por su parte, mGluRlB es insensible a toxina
pertusis (Pickering y cols. 1993). A la vista de estos datos, no se puede descartar la
posibilidad de que el receptor metabotrópico que facilita la liberación de glutamato..
corresponda a un subtipo diferente de los hasta ahora donados y caracterizados.
Numerosos estudios han demostrado que la exposición crónica de las células a
hormonas ó neurotransmisores produce una disminución de la respuesta celular por un
fenómeno conocido como desensibilización. Nuestros resultados muestran que la
activación de la proteína quinasa C bien, por los ésteres de forbol (figura 34) o bien,
por el diacilglicerol producido tras la estimulación del receptor metabotrópico. (figura
35) previene la respuesta a una segunda estimulación, tanto en términos de generación
de diacilgílcerol como de potenciación de la exocitosis de glutamato. Efectos similares
se han observado en los receptores metabotrópicos acoplados a la hidrólisis de
fosfatidílinositoles en los cultivos de neuronas cerebelares (Catania y cols. 1991,
Manzoni y cols. 1990) donde la proteína quinasa C parece ejercer un control negativo
sobre la actividad de dicho receptor. La desensibilización mediada por proteína
quinasa C podría ser debida a la fosforilación de algún dominio intracelular del
complejo proteína O-receptor (Dohíman y cols. 1991), siendo necesaria la
defosforilación mediada por fosfatasas sensibles al ácido okadaico para la
recuperación del receptor metabotrópico del estado desensibilizado, ya que nuestros
resultados muestran (figura 35) que en presencia de este inhibidor de fosfatasas no
tiene lugar la resensibilización del receptor.
La existencia de un autoreceptor presináptico que estimula la liberación de
neurotransmisores es bastante atipica, ya que la mayoría de los neurotransmisores.
incluido el glutamato, están sometidos a un control negativo por autoreceptores
presinápticos. Estudios electrofisiológicos realizados en las sinapsis glutamatérgicas
tanto de hipocampo (Baskys y Malenka 1991) como de estriado (Lovinger 1991) han
demostrado que los agonistas (1S,3R)ACPD y/ó L-AP4 inhiben la transmisión
sináptica y se ha sugerido la existencia de un autoreceptor de glutamato que inhibe la
liberación del neurotransmisor. Ahora bien, este tipo de receptor metabotrópico es
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totalmente diferente al descrito por nosotros en los sinaptosomas de corteza cerebral
de rata adulta; en primer lugar, mientras que (lS,3R)ACPD y L-AP4 son buenos
agonistas del receptor inhibidor (Baskys y Malenka 1991), el receptor metabotrópico
facilitador solamente responde a (1S,3R)ACPD mientras que L-AP4 junto a L-AP3 se
manifiestan como antagonistas <figura 32). En segundo lugar, el receptor
metabotrópico inhibidor no sufre desensibilización, incluso en estimulaciones
prolongadas (LS minutos) (Baskys y Malenka 1991). mientras que el receptor
metabotrópico facilitador se desensibiliza rápidamente. Por último, los efectos del
receptor metabotrópico inhibidor muestran una fuerte correlación negativa con la edad
del animal, siendo su efecto más pronunciado en animales jóvenes (1 ó 2 semanas)
que en aminales adultos, donde prácticamente desaparece (Baskys y Malenka 1991)
mientras que el receptor metabotrópico potenciador está presente en animales adultos
(3 meses).
5. Posibles implicaciones del receptor metabotrópico faciitador de la exocitosis
de glutamato.
La existencia de un sistema de control presináptico que facilite la liberación de
neurotransmisores es poco frecuente, ya que en la mayoría de los casos los
autoreceptores inhiben la liberación. Por tanto, cabe preguntarse cúal seria el sentido
de tal mecanismo. Los recientes avances en el conocimiento de algunos mecanismos
moleculares implicados en el reforzamiento de la transmisión sináptica, así como el
papel del ácido araquidónico como un mensajero retrógrado intercelular, permiten
sugerir que el sistema de control facilitador de la liberación glutamatérgica, descrito y
caracterizado en esta tesis, podría estar implicado en los fenómenos del reforzamiento
sináptico que participan en la plasticidad sináptica y en los procesos de aprendizaje y
memoria.
En el hipocampo, la estimulación breve y frecuente de determinadas sinapsis
glutamatérgicas de las células piramidales de las regiones CAl y CA3 induce un
aumento persistente de la eficacia sináptica, que dura horas e incluso días y semanas,
en el caso de los animales que se mantienen despiertos, denominándose este fenómeno
potenciación a largo plazo (PLP), del inglés Long-Term Potentiation, y conocido
abreviadamente como LTP (Bliss y Lomo 1973). La condición necesaria para inducir
PLP, es la aplicación de una serie de impulsos de alta frecuencia en las células
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presinápticas, con el fin de despolarizar suficientemente la membrana postsináptica,
para atenuar el bloqueo del receptor NMDA por el Mg>. El canal iónico asociado al
receptor de NMDA conduce la entrada de Ca> y Na~, siendo el flujo de Ca> el
responsable del inicio del reforzamiento de la transmisión sináptica, a través de la
activación de diversas quinasas, como proteína quinasa C. tirosina-quinasas y otras
proteínas dependientes de Ca2~ Aunque la inducción de PLP tiene lugar en la célula
postsináptica, no se conoce cómo puede contribuir la presinápsis a las distintas fases
de la expresión de la PLP. En este sentido, hay una serie de datos derivados del
análisis estadístico de la variabilidad sináptica, que sugieren que durante la PLP, hay
un aumento siginificativo de la liberación de neurotransmisores (Malinow y Tsien,
1990). Por otro lado, los inhibidores de la proteína quinasa C, inyectados
intracelularmente, 5 minutos antes de la inducción de la PLP en el área CAl del
hipocampo, carecen de efecto en el mantenimiento de la PLP. Sin embargo, cuando
estos inhibidores se aplican en el medio extracelular, a los 15 y 30 minutos después de
la inducción de la PLP, inhiben la PLP (Huang y cols. 1992). Estas evidencias
indican la existencia de un componente presináptico que contribuye a la PLP, y que
podría ser el responsable en parte de la fase de mantenimiento de PLP, a través de un
incremento en la liberación del neurotransnWsor. Sin embargo, la pregunta que se
plantea es ¿qué señal o señales, son las determinantes de un incremento por parte de
las terminaciones sinápticas en la liberación de neurotransmisores? y además ¿cómo
tiene lugar esta coordinación entre la postsinapsis donde se inicia la PLP, y la
presinapsis?. Inicialmente, el grupo de Bliss propuso que la célula postsináptica
genera y envía un mensajero retrógrado que se propaga rápidamente fuera de la célula
postsináptica, y que en la terminación nerviosa promueve la liberación del ácido
glutámico (Williams y cols. 1989, Lynch y cols. 1991). Más recientemente, se han
descubierto otras moléculas candidatas a este papel de mensajero retrógrado como el
óxido nítrico (NO) (Bóhme y cols. 1991, 0’ Dell y cols. 1992) y el monóxido de
carbono (CO) (Zhuo y cols. 1993), que podrían desempeñar un papel relevante en
fenómenos plásticos como PLP.
El ácido araquidónico se genera tras la activación de los receptores de NMDA
como consecuencia de la elevación en la [Ca2~]~
11y la activación de una fosfolipasa A=
dependiente de Ca> (Dumuis y cols. 1990). Ahora bien, ¿de qué manera el ácido
araquidónico aumenta la liberación de glutamato?. El hallazgo de esta tesis doctoral,
de que las terminaciones sinápticas glutamatérgicas poseen receptores de tipo
metabotrópico acoplados a la generación de diacilglicerol, proporciona un posible
mecanismo por el que ácido araquidónico podría incrementar la liberación de
glutamato. La unión del ácido glutámico ó de un agonista farmacológico
(1S,3R)ACPD a este receptor, resulta un incremento en la liberación de este
aminoácido neurotransmisor, sólo si está presente el ácido araquidónico. De esta
manera, el ácido araquidónico sintonizaría los acontecimientos presinápticos con los
postsinápticos. Este doble requerimiento el mecanismo facilitador implicaría además
que si bien el ácido araquidónico puede propagarse desde la postsinapsis a muchas
terminaciones presinápticas, el reforzamiento de la tansmisión sináptica estaría
limitado a las sinapsis que se han activado con anterioridad. En este sentido se ha
descrito que la aplicación de ácido araquidónico, deprime la transmisión sináptica en
el hipocampo y que la aplicación de (1S,3R)ACPD junto con ácido araquidónico
produce un incremento transitorio de la transmisión sináptica en una primera fase (5
minutos), seguido de una potenciación más duradera (Collins y Davies, 1993). Ahora
bien, para conocer en que medida el mecanismo facilitador descrito en esta tesis
contribuye a la potenciación de la transmisión sináptica habrá que esperar a futuras
investigaciones.
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CONCLUSIONES
1- La activación experimental, con ésteres de forbol, de la proteína quinasa C
presináptica potencia la exocitosis de glutamato. Este efecto se observa mejor con
aquellos agentes, como 4-aminopiridina, que simulan las condiciones de estimulación
repetida y transitoria que tiene lugar “in vivo”, evitando así la despolarización
permanente que causa una alta concentración de CIK.
2- La potenciación de la exocitosis de glutamato por la activación de la proteína
quinasa C está mediada por el bloqueo de un canal de K~, con características
similares al rectificador retrasado, que controlan la duración de los potenciales de
acción iniciados por 4-aminopiridina. Este bloqueo conlíeva un alargamiento de los
potenciales de acción inducidos por 4-aminopiridina y consecuentemente, una mayor
entrada de Ca> y liberación del neurotransmisor glutamato.
3- El ácido araquidónico a bajas concentraciones inhibe la exocitosis de glutamato
inducida por 4-aminopiridina sin afectar a la liberación de glutamato inducida por
CIK. Ahora bien, concentraciones más altas de este ácido graso aumenta la liberación
de glutamato por una pérdida de la integridad de la preparación sinaptosomal.
4- La acción inhibidora del ácido araquidónico sobre la exocitosis de glutamato es
consecuencia de una reducción en la entrada de Ca2~ en la terminación sinaáptica por
una disminución de la despolarización inducida por 4-aminopiridina. Este efecto se
atribuye a la activación de los canales de K# que controlan la duración de los
potenciales de acción iniciados por 4-aminopiridina.
5- El mecanismo por el cual el ácido araquidónico inhibe la liberación de glutamato es
independiente de la activación de la proteína quinasa C y se atribuye a una
modulación directa del propio ácido graso sobre los canales de K~. Por otro lado, el
hecho de que la alquilamina, tetraetilamonio, y los ésteres de forbol sean capaces de
revertir la acción inhibidora del ácido araquidónico sobre la exocitosis de glutamato,
sugiere que este ácido graso y la proteína quinasa C actuarían sobre el mismo canal de
Kt, el ácido araquidónico activando el flujo de K~ y acortando la duración de los
potenciales de acción y la proteína quinasa C, reduciendo dicha corriente, y alargando
la despolarización.
1 ‘U~~
6- La proteína quinasa C, que esta acoplada a la potenciación de la exocitosis de
glutamato, es capaz de activarse sinergísticamente por ácido araquidónico y ésteres de
forbol ó 1,3-dioleina.
7- En las terminaciones sinápticas de corteza cerebral de rata hay un autoreceptor de
glutamato del tipo metabotrópico, que acoplado a una proteína O y fosfolipasa C,
activa el metabolismo de fosfatidílinositoles, generándose diacilglicerol, activador
fisiológico de la proteína quinasa C.
8- La estimulación del receptor metabotrópico por (1S,3R)ACPD potencia la
exocitosis de glutamato sólo en presencia de ácido araquidónico. Este hecho podría
explicarse por una relativa insensibilidad de la proteína quinasa C de la presinapsis al
diacilglicerol generado por el receptor metabotrópico y por el requerimiento de una
activación sinergística de la proteína quinasa C por el diacilglicerol y el ácido
araquidónico.
9- La proteína quinasa C ejerce un control negativo sobre la actividad el receptor
metabotrópico que lleva a su desensibilización, seguramente para prevenir una
activación permanente de este mecanismo facilitador que pudiera terminar en una
acción neurotóxica por un exceso de liberación de glutamato.
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